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(54) Optimlerung von Zellen fflr die endogene GenaMMerung 

(57) Die Erfindung betrifft Verfahren zur Optimie- 
njng der Qenexpression In Zellen. Bn erster Aspekt Hfti 
betrifft ein Verfahren zum Verandern der Expression 
eines in einer eukaryorttischen Zelle endogen vorlie- 
genden Zielgens durch EinfQhren einer heterologen 
Expressionstontrollsequenz in das Genom der Zelle 
mittels homologer Rekombination, sowie das durch 
eine ortsspezrfische Rekombinase vermittelte Heraus- 
schneiden der inserierten Fremd-DNA und ilir Ersetzen 
durch wertere heterologe Expressionskontrollsequen- , 
zen oder/und Ampliflkationsgene. Weiterhin betrifft die ' 
Erfindung das EinfQhren einer Oder mehrerer NuMein- 
sfturesequenzen, an die ein Aktivatorprotein oder ein 
Aktivatorproteinkomplex, z.B. ein Hypooda-lnducible- 
Factor (HIF) bindet, in das Genom einer eukaryonti- 
schen Zelle durch homoioge RekDmbination. um die 
Expression eines Zielgens zu verandern. Deswelteren 
betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Testen des Ein- 
flusses 5*-sertig oderS'-seitig nicht kcxiierender NuMein- 
sSurefragmente auf die Expression eines Zielgens 
durch Bestimmen der Expression eines Reportergens. 
.^uBerdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zur 
Bereitstellung einer eine Rekombinase-Zielsequenz 
enthaltende DHFR-negative eukaryontische Zelle 
sowie die Expression einer in der Relombinase-Zielse- 
quenz inserierten NuMeinsduresequenz. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erf indung betrifft Veiiahren zur Optimierung der Genexpression in Zellen. Ein erster Aspekt b^ifft ein Ver- 
fahren zum Verandern der Expression eines in einer eukaryontischen Zelle endogen vorliegenden Zielgens durch Ein- 

5 fohren einer heterologen Expressionskontrollsequenz oderAind eines Amplifll^onsgens in das Qenom der Zelle 
mittels homdoger Rekombination, sowie das durch eine ortsspezrfische Rekombinase vermitteite Herausschneiden 
der inserierten Fremd-DNA und ihr Ersetzen durch wertere heterdoge Expressionskontrollsequenzen oder/und Ampli- 
fikationsgenen. Weiterhin betrifft die Erfindung das EinfQhren einer oder mehrerer NuMeinsduresequenzen, an die ein 
Aktivatorprolein oder ein Aklivatorproteinkomplex, z.B. ein Hypoxia-lnduciUe-Faclor (HIF) bindet in das Genom einer 

10 eukaryontischen Zelle durch homologe Rekombination, um die Expression eines Zielgens zu verandern. Desweiteren 
betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Testen des Einflusses 5'-seitig oder 3'Sertig nicht kodierender NuMeinsflure- 
fragmente auf die Expression eines Zielgens durch Bestimmen der Expression eines Reportergens. AuBeidem betrifft 
die Erfindung ein Verfahren zur Bereitstellung einer eine Rekombinase-Zielsequenz enthaltende DHFR-negative euka- 
ryontische Zelle sowie die Expression einer in der Rekombinase-Zielsequenz inserierten NuMeinsfiuresequenz. 

15 [0002] Die Genexpression in einer Zelle kann konstitutiv, beispielsweise bei sogenannten Housekeeping-Genen, oder 
reguliert erfolgen. Die regulierte Expression ist insbesondere fOr Gene notwendig. die nur in einem bestinrvnten Ent- 
wicMungssladiunri der Zelle oder bei einer Anderung der UnrrweHbedingungen exprimiert werden mOssen. 
[0003] Die Expression wird auf der Transkriptionsebene durch den operativ mit der kodierenden NuMeinsdurese- 
quenz verbundenen Promotor reguliert dessen Aktivitat durch Repressoren und Aktivatoren gesteuert werden kann. 

20 Eine Bindung von Repressoren bzw. Aktivatoren an nichtkodierende Nukleinsduresequenzen des Gens kann eine Ver- 
mindeaing bzw. ErhOhung der Aktiviat des Pronx>tor8 bewirken (L Stryer, Biochemie, Kapltel 12. Spektrum der Wis- 
senschaft, Verlagsgeselischaft. Heidelberg. 1990). Die Menge der in einer Zelle enthaltenen Repressoren bzw. 
Aktivatoren wird wiederum durch Faktoren. wie beispielsweise Umweltbedingungen. reguliert. Ein Beispiel fOr Aktivato- 
ren sind die Hypoxia-lnducible-Factoren (HIF). die durch vermindertes 02-Angebot induziert werden und zu einer 

25 erhChten Expression des Erythropdetingens f uhrt (Blanchard K.L et al.. Hypoxic induction of the human erythropoietin 
gene: Cooperation between the promotor and enhancer, each of which contains steroid receptor response elements, 
(1992), Md.Cell.Bid. 1 2, 5373-5385; Wang G.L and Semenza Q.L. Characterization of hypoxia-indudble factor 1 and 
regulation of DMA binding activity by hypoxia, (1993), J.BId.Chem.. 268, 21513-2151 8; W^g G.L et al., Hypoxia-indu- 
cible factor 1 1s a basic-helix-loop-helix-PAS heterodimer regulated by cellular Og tension, (1995), Proc.Natl.Acad.Sd. 

30 USA. 92, 5510-5514). 

[0004] De»velteren ist die Menge eines exprimierten Proteins von der Stabilhat der mRNA abhangig. Im 3'-seitigen 
Berdch einer mRNA sind Erkennungssequenzen fQr mRNA abbauende Enzyme lokalisiert. die die Stabilitai der mRNA 
und somrt die ExpressionshOhe beeinflussen (Shaw G. and Kamen R.. A Conserved AU Sequence from the 3'Untrans- 
lated Region of GM-CSF mRNA Mediates Selective mRNA Degradation. Cell (1988). 659-667). Die Halbwerlszeit der 
35 mRNA korreliert dabei mit der Menge exprimierten Proteins. Eine dritte Ebene der Expressbnsregulation ist die Trans- 
lation. 

[0005] Die Expression dnes Gens unterliegt somit komplexen Regulationsmechanismen, die im Bnzeffall sehr unter- 
schiedlich sdn konnea 

[0008] Proteine kOnnen mit Hiffe der rekombinanten DlNlA-Technok)gie gewonnen werden, wdche die Kenntnisse der 
40 Expressionsregulation nutzt (Sambrook et al., 1989 Mdecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harix)r). 
Hierzu werden Vektoren venwendet. die dne das entsprechende Protdn kodierende NuMeinsauresequenz unter Kon- 
trdle eines gedgneten Promoters entiialten. sowie weitere fur die Expression des Proteins und zur Replikation des 
Vektors notwendige Sequenzen. Der Vektor wird dann mittels bekannter Verfahren in eine Wirtszeile eingebracht. die 
Zelle wird kultiviert und das rekombinante Protein kann aus der Zelle oder dem Kulturmedium gewonnen werden. 
45 [0007] Als Wirtszeile kOnnen prokaryontische oder eukaryontische Zellen venwendet werden. Prokaryontische Zellen, 
insbesondere E.coli-Zdien. sind in ihrer Handhabung unprodematisch, wdsen aber bd einer rekomk)inanten Expres- 
sion von eukaryontischen Proteinen eine Reihe von Nachteilen auf. 

[0008] Prokaryonten und Eukaryonten unterschdden stoh im Expresdonsprozesderungsweg, in den Zdimilieu- 
Bedingungen sowie in den bei der Protdnprozessierung beteiligten Chaperons. Deshalb kOnnen in einem in Proka- 

so ryonten hergestellten eukaryontischen Protein entscheldende Unterschiede im Vergleich zu dem entsprechenden nati- 
ven Protdn auftreten. Bdspielswdse kann das Proteinfaltungsmuster und die Aktivitat des Protdns verdndert sdn. 
Auch werden Proteine in einer prokaryontischen Wirtszeile In der Regel nicht glycosytiert. Ein korrektes Gycosylie- 
rungsmuster stdit aber in vielen Fallen, beispielsweise bd der Herstellung von Protdnen fur eine pharmazeutische For- 
mulierung. ein entscheidendes Merional fQr die Wirksamkeit und Vertraglichkeit dar. 

55 [0009] Glycosylierte Protdne werden deshalb mittels eukaryontischer Wirtszellen oder Zellinien. bdspidsweise CHO 
(Chinese Hamster Ovary) Zellen. hergesteltt. Trotz der Venfvendung eukaryontischer Zellen kOnnen aufgmnd von Spe- 
ziesunterschieden, i3ei8pidaveise bd der Expression eines humanen Protdnes in nichthumanen Zellen, Veranderun- 
gen in dem rekombinant hergestellten Protein auftreten, wodurch dieses fQr vide Anwendungen unbrauchbar wird. 
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[0010] Zur rekombinanten Herstellung von Proteinen werden Wirtszellen transient oder stabil mit Expressionsvekto- 
ren transfiziert, wobei insbesondere bei groStechnischen Herstellungsverlahren stabil transfizierte Zellen venvendet 
warden. 

[0011] Die unspezifische, zufdilige integration der Expressionsvelctorsequenzen in das Genom der Wirtszelle kann 
5 zu Zellen mit gennger Produktionsleistung oder instabilen Eigenschaften der Zellen fOhren. Beispielsweise kann im 
Laufe des Produktionsprozesses die Produktionsleistung sinken oder die Fdhigkeit der Zellen das rekombinante Pro- 
tein zu exprimieren geht ganz vertoren. 

[0012] Ein Verfahren zur ErbOhung der Genexpresslon steiK die Genampliflkation dar. bei der eine fOr ein Protein 
kodierende NuMeinsduresequenz mit einem Amplifikationsgen gekoppelt wird. Durch einen Selektionsschritt erreicht 
10 man eine Vervielfaitigung beider Sequenzen. die zu einer erhOhten Expression fOhrt (Schimke R.T. (Ed.) (1982), Gene 
amplifjkation, Cold Spring Hartx>r Lab., Cold Spring Hartx)r, NY). 

[0013] Als Amplifikationsgen kann beispielsweise eine fur eine Dihydrofolatreduktase (DHFR) kodierende NuMein- 
sdure verwendet werden (Kaufmann RJ.. Sharp PA (1982), Amplifikation and expression of sequences cotransfected 
with a modular dihydrofolate reductase complementary DNA gene, J. Mol. Biol. 159:601ff). 

IS [0014] Durch einen mit Methotrexat durchgefQhrten Selekttonsschritt erhdlt man Zellen, die gegenOber Methotrexat 
resistent sind und in ihrem Genom die fOr eine DHFR-kodierende und mit ihr gekoppelte NuMeinsauresequenz in 20 
bis 50-facher Amplifikation enthaKen (R. Khippers, 1982, Molekulare GenebX Thieme, Stuttgart). 
[001 5] Ein derartiges Genamplif ikationsverfahren wird am effektivsten mit einer DHFR-negativen Zelle durchgef Qhrt. 
JP-622659g2 beschreibt z.B. eine humane DHFR-negative Zelle. Ein Hinwels auf eine ortsspeziftsche Integration eines 

20 Expressionsvektors mittels homologer Rekombination und Amplifikation dieser Sequenzen in dieser Zelle findet sich 
darin jedoch nicht. 

[0016] Auch bei der DurchfQhrung eines Genamplifikationsverfahrens kOnnen aufgrund zufdiliger Integration des 
Expressionsvektors in das Genom der Zelle die oben dargestellten Nachteile. wie beispielsweise Instabilitat der Zellen, 
auftreten. 

26 [0017] Lediglich t>ei einer ortsspezifischen Integration von Fremd-DNA an einem ausgewdhlten Genlocus durch 
homologe Rekombination, die zu einer endogenen Genaktivierung fuhrt, kOnnen die beschriebenen Nachteile verniie- 
den werden. Entsprechende Verfahren sind bekannt und werden als Gentargeting bezeichnet (WO 90/11354; WO 
91/09955). Dabei wird die Zelle mit einem Veklor transTiziert. der ein positives Selektlonsmarkergen enthait, flankiert 
von NuMeinsduresequenzen, die homolog zu Sequenzen eines Genlocus sind, an dem der Vektor in das Genom der 

30 Zelle integriert werden soil. Zwischen den homologen NuMeinsfturesequenzen befindet sich weiterhin eine heterologe 
Expressionskontroilsequenz, urn die Expression des Zielgens in der Zelle zu erhdhen, und gegebenenfalls ein Amplifi- 
kationsgen, um die Kopienzahl des Zielgens zu vergrOBem. 

[001 8] Ein Nachteil bisher bekannter Gentargeting-Verfahren t>esteht darin, daB die Herstellung von Zellen mit Eigen- 
schaften. die die Herstellung eines gewOnschten Proteins in einer fQr kommerzielle Zwecke ausreichenden Menge und 
35 Qualitat ermOglichen, oft mit sehr hohem AufwarxJ vertxjnden ist. Insbesondere die Auswahl von optimalen Expressi- 
onskontrollsequenzen oder/und Arrplifikationsgenen fOr die Expression eines gewOnschten Zielproteins erfbrdert oft 
eine betrdchtliche Anzahl von Versuchsreihen zur homologen RekonrA>ination, die aufgrund der aufwendigen Prozedur 
zur Isolierung von Ktonen, in denen das gewQnschte Rekombinationsereignis stattgefunden hat, mitsehr hohem Auf- 
wand vertHjnden sind. 

40 [0019] Die homologe Rekombinatton kann auch venvendet werden, um die Expression bestimmter Gene in einer 
Zelle auszuschatten und Protein-Funktionsstudien durchzufQhren. Hierzu werden Khockout-Mfluse erzeugt. indem das 
for ein zu untersuchendes Protein kodierendes Gen in embryonalen Stammzellen durch homologe Rekonrt)ination aus- 
geschaltet wird. Nach DurchfQhrung weiterer Verfahrensschritte werden Mause erhalten, die aufgrund der Inaktivierung 
beider Allele dieses Gens vom Beginn ihrer EntwicMung kein funktionelles Protein exprimieren kOnnen (Thomas K.R., 

45 Capecchi M.R., (1987), Site-directed mutagenesis by gene targeting in mouse embryo-derived stem cells. Cell 51 : 503- 
512). 

[0020] Um ein bestimmtes Gen gewebe- und zeitspezifisch auszuschalten und zu untersuchen, kann das Cre-Lox- 
System eingesetzt werden. Hierbei wird ein von zwei loxP-Sequenzen f lankiertes Nukleinsdurefragment durch homo- 
loge Rekombination in das Genom einer Zelle eingebracht und kann anschlieBend durch eine in der Zelle exprimierte 

so Cre-Rekombinase wieder aus dem Genom herausgeschnrtten werden (Sauer B, Henderson N (1989): Site-specific 
DNA recombination at IgkP sites placed into the genome of mammalian cells. Nuc Add Res 1 7: 1 47-1 61 : Sauer B., Hen- 
derson N. (1 990), Targeted insertion of exogenous DNA into the eukaryotic genome by the Cre reoombinase. New Bid. 
5:441-449). Ein Hinweis auf eine Venwendung des Cre-lox-Systems oder eines anderen ortsspezifischen Rekombina- 
sesystems fur die ortspezrf ische Integration von Expessionskontrollsequenzen oder Amplif ikationsgenen in das Genom 

ss von eukaryontischen Zeilen zur Ver&nderung der endogenen Genexpresslon findet sich im Stand der Technik rdcht. 
[0021] Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe bestand darin, ein neues Verfahren zur Optimie- 
rung der endogenen Genaktivierung durch homologe Rekombination bereitszustellen, bei dem die Nachteile des Stan- 
des der Technik zumindest teilweise beseitigt werden. 
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[0022] Oiese Aufgabe wird gelOst durch Bereitstellung neuer Verfahren und Vektorkonstrukte. die eine Optimierung 
der Expressionsfeistung von Genen in eukaryontischen Zellen ganz erheblich erieichtern. Ein erster Aspekt der Erfin- 
dung betrifft ein Verfahren zum Verdndern der Expression einer in einer eukaryontischen Zelle endogen vorliegenden 
NuMeinsduresequenz. das dadurch gekennzeichnet ist, daB 

(a) die Zelle transf Iziert wird mit einem ersten Vektor, umfessend 

0) mindestens eine Sequenz ausgewdhlt aus einer ersten heterologen Expressionskontrolisequenz und einem 
ersten Amplifikationsgen. 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) mindestens zwei die Sequenzen (i) und (ii} f lankierende Zielsequenzen fOr eine ortsspezifisclie Rekoml>i- 
nase, 

Ov) die Sequenzen (i), (ii) und (iii) fiankierende DNA-Sequenzen, die homolog zu einem Nukleinsftureabschnrtt 
im Genom der Zelle sind, um eine homologe Rekombination zu eriauben, 

(b) die transf izierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen eine homologe Rekombination des Vektors 
erfblgt und 

(c) die gemaB Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 

[0023] Mit dem erf indungsgemdBen Ver^ren wird eine Zelle berertgestellt, die ein endogenes Gen in operativer Ver- 
knOpfung mit einer heterologen Expressionskontrolisequenz oder/und einem Amplifikationsgen aufweist, wobei diese 
Sequenzen flankiert sind von Zielsequenzen fOr eine ortsspezifische Rekombinase, z.B. der Cre-Rekombinase. Diese 
Zelle eignet sich hervorragend fOr Untersuchungen zur Optimlemng der Expression des Zielgens, da aufgrund des Vor- 
handenseins der Zielsequenzen fOr die ortsspezifische Rekombinase ein einfaches Ersetzen der ersten heterologen 
Expressionskontrolisequenz oder/und des ersten Arrplifikationsgens durch eine zweite heterologe Expressionskon- 
trolisequenz oderAjnd ein zweites Amplifikationsgen mOglich ist. 

[0024] Die Bezek^nung "ortsspezifische Rekombinase" gemfiB voriiegender Erfindung umfaBt Proteine und Protein- 
komplexe, die DNA-Umlagerungen an einer spezifischen DNA-Zielsequenz vermittein, einschlleBlich ortsspezifischer 
Rekombinasen der Integrase- Oder Resolvase-lnvertase-Klassen (Stark et al.. Trends Genet. 8 (1992), 432-439; 
AbremsW und Hoess, Protein Engineering 5 (1992), 87-91; Khan et al.. Nucleic Acids Res. 19 (1991), 851-860) und 
durch Intron-kodierte EndonuMeasen vermittelte ortsspezifische Rekombination (Perrin et al., EMBO J. 12 (1993). 
2939-2947). Berorzugte Rekombinaseproteine werden ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus der FLP-Rekombi- 
nase des 2 ^ Episoms von Saccharomyces cerevisiae (z.B. Faico et al., Ceil 29 (1 982), 573-584; Cox, Proc. Natl. Acad. 
Sd. USA 80 (1983) 4223-4227; KonsolaW et al.. New Biologist 4 (1992). 551-557). der Cre-Rekombinase des E.coli 
Phagen PI (z.B. Sauer und Henderson (1989) supra), der R-Rekombinase aus dem Zygosaccharomyces rouxii Plas- 
mki pSRI (Matsuzaki et al., J. Bacteriol. 172 (1990). 610-618). der A-Rekombinase aus dem Kluyveromyces drosos- 
philarium Plasmid pKDI (Chen et al., Nucleic Adds Res. 14 (1986), 4471-4481), der A-Rekombinase aus dem 
Kluveromyces waltii-Plasmid pKWI (Chen et a!.. J. Gen. Microbiol. 138 (1992). 337-345), einer Kbmponente des X-lnt- 
Rekombinationssystems (Landy, Annu Rev. BkKhem. 5( (1989). 913-949) und einer Kbmponente des Gin-Rekombina- 
tionssystems des Phagen \i (Klippel et al., EMBO J. 12 (1993), 1047-1057). DarOber hinaus sind auch die im europdi- 
schen Patent EP-B-0 707 599 beschriebenen Fusionsproteine aus einer ortsspezifischen Rekombinase und einem 
nuMearen Rezeptor oder der ligandenbindenden Domdne davon geeignet. Besonders bevorzugt werden fOr das erf in- 
dungsgemdBe Verfehren Zielsequenzen der Cre-Rekombinase, d.h. loxP-Sequenzen. venwendet 
[0025] Im Gegensatz zur rekombinanten Herstellung von Proteinen durch ortsunspezifische Integration heterologer 
Gene und den damit verbundenen Nachteilen werden mit dem erf indungsgemdBen Verfahren die Vortelle der ortsspe- 
zifischen endogenen Genaktivierung durch homologe Rekombination genotzt. Durch eine vereinfachte Auswahl geeig- 
neter Kbmbinationen von heterologen Expressionskontrollsequenzen und Amplifikationsgenen erhait man mit hoher 
Wahrscheinlichkeit optimierte HerstellungsMone mit stabilen Eigenschaften. welche die Herstellung eines Proteins 
ermOglichen, das In seiner Struktur und Aktivitat weitgehend mit dem nativen Protein Qbereinstimmt. 
[0026] Die Auswahl geeigneter homologer Sequenzen, die die heterologe Expressionskontrolisequenz. das Amplifi- 
kationsgen, das positive SeleMionsmarkergen und die Rekombinase-Zielsequenzen flankieren, erfblgt beispielsweise 
gemftBden in WO90/1 1354 und W091A)9955 beschriebenen Methoden. 

[0027] DarDber hinaus kOnnen in den homologen Sequenzen auch Modif ikationen enthalten sein. die im exprimierten 
Protein zu Mutationen, wie beispielsweise Punktmutationen, Insertionen oder/und Deletionen einzelner AminosAuren 
Oder ganzer Aminosdureabschnrtte fuhren. 

[0028] Mit dem erf indungsgemfiBen Verfahren wird es somit mOglich in einem einzigen Verfahrensschritt nicht nur die 
Expressionshdhe einer endogenen NuMeinsfluresequenz zu verdndem. sondern gleichzeitig eine Mutation in den 
kodierenden Bereich der endogenen Nukleinsduresequenz einzufOhren. Somit ist das erfindungsgemdBe Verfahren 
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besonders vorteilhaft bei der Herstellung von Proteinen fOr ArzneimittelarTwendungen. Derartige Proteine eollen auBer 
Mutat'onen zur Wirksamkeilsteigerung des Proteins keine weiteren Verdnderungen im Vergleich zu nativen Proteinen 
aufweisen. 

[0029] Erf indungsgemas kann jede eurkaryontische Zelle verwendet werden. vorzugsweise wird eine Sdugerzelle, 
5 besonders bevorzugt eine humane Zelle verwendet Das erfindungsgemaBe Verlahren kann mit nichtinnmortalisierten 
Zellen, z.B. Flbroblasten, aber auch mit immortalisierten Zellen, z.& Tumorzellinien, durchgefQhrt werden. Bevorzugt 
sind immortalisierte Zellen. 

[0030] Die bei der DurchfQhrung des erfindungsgeniaBen Verfahrens venwendeten LOsungen und Medien werden 
vorzugsweise so ausgewdhft, daB im jeweiligen Verfiahrensschritt optimale Bedingungen vorliegen. Die Kultivierung der 
10 Zellen eriblgt mit Medien, die afte fOr ein ausreichendes Zellwachstum nOtigen Stoffe enthalten und gegebenenfalls 
gepuffert sind. Vorzugsweise sind die Zellen in serumfreiem Medium kultivieibar. Besorxlers bevorzugt ist die verwen- 
dete Zelle eine Namalwa*. HT1080 Oder HeLa S3 Zelle. 

[0031] Das erfindungsgemdBe Verlahren ermOglicht die Optimierung der Expression einer in der Zelle endogen vor- 
liegenden Nukieinsduresequenz, d.h. eines Zielgens durch Auswahl einer optimalen Expressionskontrollsequenz, 
IS eines optimalen Amplifikationsgens oderAjnd durch Auswahl einer optimalen Kombination von Expressionskontrollse- 
quenz und Amplifikationsgen. 

[0032] Als heterobge Expessionskontrollsequenz kann jede NuWeinsauresequenz venvendet werden, die nach ihrer 
Inte^atton in das Qenom der Zelle die Expression des Zielgens beeinfluBL Dies umfaBt NUMeinsauresequenzen, die 
direkte Wechselwlrkungen mit Transkriptionskomponenten, wie.beispielsweise Transkriptionsinitiationsftiktoren Oder 
20 RNA-Polymerasen eingehen kflnnen und Nuklelnsduresequenzen, deren EInfluB auf die Transkriptlon durch Wechsel- 
wlrkungen mit Aktivatoren Oder Repressoren vermtttett wird. Vorzugsweise umfaBt die heterologe Expressionskontroll- 
sequenz einen Promotor/Enhancer. besorxlers bevorzugt virale Promotoren und am meisten bevorzugt einen CMV- 
Promotor. 

[0033] Die heterologe Expressionskontrollsequenz kann auch eine 3*-nichtkodierende Sequenz umfassen. 3'-nicht- 
25 kodierende Sequenzen kOnnen stabilisierend Oder destabllisierend auf eine mRNA wirken und erhohen bzw. erniedri- 
gen somit ihre Halbwertszert. Durch EinfQhren einer eine mRNA stabilisierende Sequenz tann die Halbwertszeit einer 
mRNA und somit die Ausbeute des von ihr kodierten Proteins erhdht werden. 

[0034] In einer bevorzugten AusfOhrungsform wird durch die homologe Rekombination eine endogene Expressions- 
kontrollsequenz des Zielgens ehtfemt Dies ist besonders vorteilhaft wenn die endogene Sequenz eine Repressor bin- 

30 dende Sequenz umtaBL Eine die Expression vermindernde Wirkung kann auch eine 3 -nichtkodlerende Sequenz 
aufweisen, die destabilisierend auf die mRNA wirkt, wodurch die Menge an translatiertem Protein vermindert wird. 
[0035] Weiterhin eriaubt das erfindungsgemdBe Verfahren die Auswahl eines optimalen Amplifikationsgens. Das 
Amplifikationsgen wird vorzugsweise in einer exprimiertsaren Form, d.h. in operativer Verknupfung mit einem geeigne- 
ten Promoter eingesetzt und im Vektor so angeordnet, daB es sich nach der homologen Integration des Vektors in das 

35 Genom der eukaryontischen Zelle in rdumlicher Ndhe zum Zielgen befindet Die Durchfuhrung eines Amplifikations- 
schrittes fuhrt zu einer ErhOhung der Anzahl von Kbpien des Zielger» in der Zelle. Hierdurch kann eine weitere Expres- 
sionssteigemng der endogenen Nukieinsduresequenz erreicht werden. Beispiele fur geeignete Amplifikationsgene 
sind Dihydrofolatreduktase (DHFR), Adenosindeaminase. Omithindecarboxylase bzw. Muteine dieser Gene. VDrzugs- 
weise ist das Anplifikationsgen ein DHFR-Gen Oder eine mutierte Form davon (Sinnonsen et al.. Nudek; Ackis Res. 

40 1988, 16 (5): 2235-2246), insbesondere bei Zellen. die ein endogenes DHFR-Gen enthalten. 

[0036] Als posltiver Selektionsmarker kann jedes fOr eine eukaryontische Zelle geeignete Resistenzgen vemvendet 
werden, welches zu einem selektiert)aren Phanotyp fOhrt, wie z.B. eine Antibiotikumresistenz. Vorzugsweise ist das 
positive Selektlonsmarkergen ein Neomycin-, Kanamycin-, Genetidn- Oder Hygromycin-Resistenzgen. Vorzugsweise 
wird das positive Selektlonsmarkergen In exprimlert>arer Form, d.h. in operativer VerknOpfung mit einem geeigneten 

45 Promoter venwendet. 

[0037] Wird ein negatives Selektlonsmarkergen verwendet. so wird Qbllchenwelse zusdtzllch zu dem positiven Selek- 
tionsschrltt ein zweiter negativer Selekb'onsschritt durchgefQhrt. Dies bletet den Vortell, daB nach Durchfuhrung der 
Selektionsschritte die kientifizierten Kione einen geringeren Anteil lalsch-positiver Klone, d.h. zufailig in das Genom 
integrierte Vektoren, enthalten. Das negative Selektlonsmarkergen ist vorzugsweise ein ThymMin-Kinase-Gen (TIQ 

50 oder/und ein Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyttransferase-Gen (HGPRT). 

[0038] Aufgrund des Vorhandenseins der Zielsequenzen der ortsspezifischen Rekonnbinase kOnnen zwfschen diesen 
Sequenzen lokalisierten Nukfelnsduresequenzen aus dem Genom der Zelle unter Venwendung der ortsspezifischen 
Rekombinase herausgeschnltten werden. Vorzugsweise wird die zwischen den Zielsequenzen lokalisierte Nukieinsdu- 
resequenz aus dem Genom durch translente Aktivierung der entsprechenden Rekombinase in der Zelle herausge- 

55 schnltten. Diese translente Aktivierung der Rekombinase kann beispielsweise erfolgen durch 

(a) Transf izleren der Zelle mit einem zweiten Vektor, umfassend eine fOr die Rekombinase kodierende Nukleinsfiu- 
resequenz operativ vertxjnden mit einer in dieser Zelle aktiven oder aktiviertiaren Expresstonskontrollsequenz und 
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(b) Kultrvieren der so transfizierten Zelie unter Bedingungen. unter denen die Rekombinase exprimiert wind und 
aktiv ist und 

(c) gegebenenfalls Qewinnen der Zelle. 

[0039] Bei Verwendung von Rekombinase/NuMearer Rezeptor-Fusionsproteinen kann die transiente Aktivlerung der 
Zelle audi durch gesteuerte Zugabe des Liganden fOr den nuMearen Rezeptor erfblgen. 

[0040] Nach Entfemen der zwischen den Zieleequenzen liegenden DMA kann die verbleibende Zielsequenz. z.B. die 
loxP-Sequenz, fflr weitere Verlahrensschritte genutzt werden. 

[0041] In einer weiteren bevorzugten AusfOhrungsform ist das Verlahren dadurch gekennzeichnet, dalB 

(a) die Zelle transf iziert wird niit einem dritten Vektor, umliassend 

(t) mindestens eine Sequenz ausgewahh aus einer zweiten heterologen ExpressionskontroHsequenz und 
einen zweiten Aniplif ikationsgen. 

OD ein positives Selekttonsnfiarkergen, das sich vorzugsweise von dem positiven Selektionsmarkergen des 
ersten Vektors unterscheidet und 

(iii) mindestens zwei die Sequenzen (0 und (iD f lankierende Rekombinase-Zielsequenzen, 

(b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kuitiviert wird, unter denen eine Integration der von den Zielsequen- 
zen flankierten Sequenz in die Zielsequenz im Genom der Zelle erfolgt 

(c) die gemaB Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird und 

(d) gegebenenfalls die Schritte (a) bis (c) mindestens einmal mit jeweils variierenden Expressionskontrollsequen- 
zen oder/und Amplif ikationsgenen wiederhott werden. 

[0042] Mit dem erf IndungsgemflBen Verfahren kOnnen somit vieie Expresstonskontrollsequenzen. Amplifikationsgene 
Oder Kbmbinationen von ExpressionskDntrollsequenzen und Amplifikationsgenen einbch und schnell getestet werden. 
Die DurchfQhrung einer zeit- und kostenaufwendigen ortsspezifischen Integration fOr jede einzelne heteiologe Expres- 
sionskontrollsequenz bzw. jedes einzelne Anplifikationsgen zur Ermittlung eines optimalen Expressions/Amplifikati- 
onssystems fOr jedes einzelne Zielgen entfailt somit 

[0043] Das positive Selekfionsmarkergen in eInem dritten Vektor unterscheidet sidi vorzugsweise von dem eines 
ersten VeWors, um das Selektionsverfahren zu vereinfachen und die Zahl der falsch-positiven Wone zu mlnimieren. 
[0044] Die Rekombinase-Zielsequenzen im erfindungsgemaB verwendeten Vektor kOnnen mit natQrIich vorkommen- 
den Zielsequenzen Qbereinstimmen oder gegebenenfalls Mutationen aufweisen. welche die Wlrksamkeit der ortsspe- 
zifischen Rekombination nicht beeintrdchtigen. 

[0045] Ein weiterer Qegenstand der Eif indung ist ein Vektor fOr die homologe Rekombination. insbesondere fQr die 
ortsspezifische Einfuhrung von Rekombinase-Zielsequenzen in das Genom einer Zelle, umfassend 

(i) mindestens eine Sequenz ausgewahit aus einer Expressionskontrollsequenz und einem Amplifikationsgen. 
(iQ ein positives Selektionsmarkergen. 

p) mindestens zwei die Sequenzen (i) und (ii) flankierende Zielsequenzen fQr «ne ortsspezifische Rekombinase, 

(iv) die Sequenzen (0, (10 und (iii) flankierende DNA-Sequenzen, die homolog zu einem NuWeinsaureabschnitt im 
Genom einer Zelle sind, um eine homologe Rekombination zu eriauben, und 

(v) gegebenenfalls ein negatives Selektionsmarkergen. 

[0046] Alle erf indungsgemdBen Vektoren enthalten weiterhin vorzugsweise die fur eine Piopagierung und Vermeh- 
rung In geeigneten Wirtszellen notigen Sequenzelemente, wie beispielsweise Replikatbnsurspnjng, Selektionsmarker- 
gene etc. 

[0047] Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Vektor, insbesondere fOr das EinfOhren von DNA in das 
Genom einer Zelle mittels eines ortsspezifischen Rekombinasesystems, umlassend 

(i) mindestens eine Sequenz ausgewahit aus einer Expressionskontrollsequenz und einem Amplifikationsgen, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen und 

(iii) mindestens zwei die Sequenzen (i) und (ii) flankierende Rekombinase-Zielsequenzen. 

[0048] Noch ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist eine eukaryontische Zelle, vorzugsweise eine 
humane Zelle, die erhditich ist durch ein wie oben beschriebenes Verfahren. Diese Zelle, z.B. eine humane Zelle, ist 
vorzugsweise dadurch gekennzeichnet ist, daB sie 
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(a) mindestens eine chromosomal lokalisierte Sequenz ausgewahH aus einer heterologen Expressionskontrolise- 
quenz und einem Amplifikationsgen in operativer VerknOpfung mit einer endogen vorliegenden Nuldeinsdurese* 
quenz enthatt und wobel 

(b) diese Sequenz f lankiert ist von Rekombinase-Zielsequenzen. 

[0049] In einem welteren Aspekt betrifft die vorliegende Erf indung ein Verfahren zum Verdndern der Expression einer 
in einer eukaryontischen Zelle endogen vorliegenden Nukleinsduresequenz, das dadurch gekennzeichnet ist, daB 

die Zelle transfiziert wird nrtit einem Vektor. umtassend 

(\) mindestens eine ein Aktivatorprotein, z.B. einen Hypo)da-lnducik)le-Factor (HIF)43indende NuMeinsdurese- 
quenz, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

Ciii) die Sequenzen (Q und (ii) flankierende DNA-Sequenzen, die homolog zu einem NuMeinsflureabschnitt im 
Genom der Zelle sind, um eine homologe Retombination zu eriauben, 

(b) die transf izierte Zelle unter Bedlngungen kultiviert wird. unter denen eine homologe Rekombination des Vektors 
erfblgt und 

(c) die gemas Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wind. 

[0050] Durch genomische Integration einer NuMeinsduresequenz, welche die Bindung eines oder mehrerer Aktiva- 
torproteine (durch Bindung an die NuMeinsduresequenz die Genexpression erhOhende Proteins), im Bereich der 
Expresslonskontrollsequenz eines Zlelgens. Insbesondere in deren regulatorischen Bereichen. wird die Expression 
des Zielgens Ctt^erraschenderweise nicht verringert, sondern es wird im Gegensatz dazu sogar mOglich, durch geeig- 
nete Kultufbedingungen die Expre8sk>n des endogen vorliegenden Zielgens zu erhOhen bzw. die Expression eines 
nichtexprimierten endogen vorliegenden Zielgens zu induzierea 

[0051] Beispiele fOr geeignete Aktivatorproteine sind die Hypoxla-lnducible-FaktDren HIF-1a und HIF-1 p sowie der 
Interferon regulierte Faktor 1 (IRF-1), welcher durch die Bindung an die Interferon Konsensus-Sequenz (ICE) die Tran- 
skription erhOhen kann (Tanaka N., Kawakami T, Tanlguchi T. Md. Cell. Biol. (1993). Aug; 13(8): 4531-4538). 
[0052] Nach operativer VerlgiQpfung einer oder mehrerer. einen HIF oder andere Aktivatorproteine bindenden NuMe- 
insduresequenzen mit einem endogen vorliegenden Zielgen kann bei Auswahl geeigneter Kulturbedingungen die 
Expression des Zielgens reguliert werden. Dies bietet insbesondere bei einer gro6technischen Herstellung den Vorteil, 
daB die Expression eines Proteins zu einem fur den HerstellungsprozeB optimalen ZeKpunkt induziert werden kann. 
Vorteilhaft ist dabei, daB die durchschnittliche Venveildauer des Syntheseproduktes im KulturmediumQberstand venin- 
gert wird. Dadurch kann auch die Menge an unerwOnschten Abbauprodukten des Proteins verringert werden. Dies 
wirkt sich positiv bei der DurchfQhrung der anschlieBenden Reinigungsschritte aus. reduziert die Herstellungskosten 
und fQhrt zu einem qualitativ verbesserten Endprodukt. 

[0053] Zur DurchfQhrung des erfindungsgemaBen Verfcihrens genOgt es, eine oder mehrere Akb'vator-blndende 
NuMeinsfluresequenzen mit dem Zielgen operativ zu verknOpfen. Vorzugsweise werden zwel HIF-bindende NuMein- 
sauresequenzen venwendeL Besonders bevorzugt wird die HIF-bindende NuMelnsauresequenz ausgewahit aus der 53 
bp Sequenz gemaB Sequenz ID NO. 1, der 43 bp Sequenz gemdB Sequenz ID NO. 2. einer zu diesen Sequenzen 
homologen Sequenz oder einer mit diesen Sequenzen unter stringenten Bedlngungen hybridisterenden Sequenz. 
[0054] Die Vemrendung von zwei HIF-bindenden NuMeinsduresequenzen fQhrt Oben^schenderweise zu einer syner- 
gistischen Wirkung. Dadurch wird eine stdrkere ErhOhung der Expression endogener NuMeinsauren erreicht, als bei 
Venwendung jeder dieser Sequenzen alleine. 

[0055] Sofern erforderlich kann die Expression des Aktivatorproteine, welches an die im Bereich des Zielgens einge- 
fOhrten Aktivatorsequenzen bindet. in der Zelle induziert oder/und ertiOht werden. Dies kann belspielsweise erfblgen 
durch Transfizieren der Zelle mit einem Vektor, umfassend 

(i) eine fOr ein Aktivatorprotein kodierende NuMelnsauresequenz. die cperativ verbunden ist mtt einer in dieser 

Zelle aMiven Expresslonskontrollsequenz, und 

00 gegebenenfcdls ein positives Selektionsmarkergen. 

[0056] Es kann jede fur ein Aktivatorprotein kodierende NuMeinsduresequenz verwendet werden, deren Expressions- 
produkt an die in das Genom integrierte Aktivatorbindende NuMelnsauresequenz binden kann. Vorzugsweise ist das 
Aktivatorprotein ein HlF-1a oder/und HlF-ip-Protein. Enthait cOe endogen vorliegende NuMelnsauresequenz bereits 
Aktivator- oder vorzugsweise HIF-bindende NuMeinsauresequenzen, kann es ausreichen. lediglich einen Vektor in die 
Zelle einzubringen. umfessend eine fOr ein Aktivator- oder vorzugsweise ein HIF-Protein kodierende NuMeinsdurese- 
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quenz, die operativ verbunden ist mit einer in der Zelle akliven Expressionskontrollsequenz und gegenbenenfalls ein 
positives Selektionsmarkergen. 

[0057] Die mit der fOr das Aktivatorprotein kodierenden NuMeinsduresequenz operativ vertxjndene Expressionskon- 
trollsequenz kann induzierbar aein, ao daB eine zusdtzliche MOglichkeit der Akllvierung durch geeignete Kulturbedin- 
gungen. wie z.B. Zugabe von Hormonen oder Schwermetallen, enreteht warden kann. Dadurch wird es mOglich. die 
Expression eines endogenen Zielgens zu einem fOr den Herstellungsprozee optimalen Zeitpunkt zu induzieren. 
[0058] Die Venvendung einer konstitutrv aktiven Expressionskontrollsequenz hat den Vorteli, dal3 das Aktivatorprotein 
unabhangig von der Zugabe von Aklivatoren in das Kulturmedium konstitutiv exprimiert wird. 
[0059] Wenn die Aktivatorprotein-bindende NuWeinsauresequenz eine HIF-bindende NuWansauresequenz ist kann 
beispielsweise die Expression des Zielgens durch geeignete Kuiturbedingungen, z.B. bei einer Og-Kbnzentration von 
0,1 - 2% Induziert werden. 

[0060] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein Vektor fOr die homologe Rekombination, umfes- 
send 

(i) mindestens eine ein Aktivatorprotein btndende NuMeinsfiuresequenz, 
(iQ ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) die Sequenzen W und (ii) flankierende DNA-Sequenzen. die homolog zu einem NuWeinsSureabschnitt im 
Genom der Zelle sind, urn eine homologe Rekombination zu eriauben. 

[0061] Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine eukaryontische Zelle, vorzugsweise eine 
humane Zelle. die erhaitlich Ist nach einem wie oben beschriebenen Verfahren. Diese Zelle ist vorzugsweise dadurch 
gekennzeichnet, daB sie mindestens ein heterologes. chromosomal lokaiisiertes, AktivatorproteinZ-konplex-bindendes 
NuWelnsfiurefragment operativ verknupft mit einem endogen in der Zelle vorliegenden Gen enthdlt. Mit Hilfe eines orts- 
spezif ischen Rekombinationssystems - wie zuvor erlflutert - kOnnen Aktivatorprotein-bindende NuMeins&jrefragmente 
im Genom ausgetauscht werden. so daB eine einfache Identiflzlerung einer for ein bestimmtes Zielgen optimalen Akti- 
vatorsequenz mOglich wird. 

[0062] In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Testen des Einf iusses von nicht- 
kodlerenden NuMeinsauresequenzen aus dem Bereich eines in einer eukaryontischen Zelle endogen vorliegenden 
Zielgens auf dessen Expressbn, das dadurch gekennzeichnet ist, daB 

(a} die Zelle transfizlert wird mit einem Vektor. umfassend 

(i) eine heterologe in der Zelle aktive Oder aktivierbare Expressionskontrollsequenz operativ verknOpft mit 
einem Reportergen, und 

09 5 -seitig oder/und 3*-6eitig nichtkodierende NuMeinsdurefiragmenten aus dem Bereich des Zielgens. 

(b) die Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen die Expressionskontrollsequenz aktiv ist und 

(c) die Expresston des Reportergens gemessen wird. 

[0063] Mit dem erf indungsgemaBen Verfahren kann einfach festgestellt werden, wie eine heterologe Expressionskon- 
trollsequenz im Bereich des Zielgens im Genom plaziert werden muB, urn eine optimale Expressionsrate des Zielgens 
zu bewirken und welchen EinfluB das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit 5 - oder^nd S'-nichtkodierender Sequen- 
zen aus dem Bereich des Zielgens auf die Expression hat. Die Teslvekloren werden vorzugsweise transient in Zellen 
transfizlert und die Expression des Reportergens wird bestimmL Somit konnen schnell und kostengOnstig viele Anord- 
nungen einer heterologen Expressiorrekontrollsequenz und eines Zielgens bzw. viele verschiedene Expressionskon- 
trollsequenzen getestet werden. Die heterologen Expressionskontrollsequenzen umfassen Nukleinsduresequenzen, 
die direkte Wechselwirkungen mit Transkripttonskomponenten, wie beispielsweise Transkripttonsinitiationsfaktoren 
Oder RNA-Pdymerasen, eingehen kOnnen und NuMeinsauresequenzen, deren EinfluB auf die Transkriptlon durch 
Wechselwirkungen mit Aklivatoren oder Repressoren vermitlelt wird. Vorzugsweise ist die heterologe Expressionskon- 
trollsequenz ein Promotor/Enhancer, besonders bevorzugt ein viraler Promotor und am meisten bevorzugt ein CMV- 
Promotor. Insbesondere bei Verfahren. die weitere aufwendige Verfahrensschritte beinhalten, tragt das erf indungsge- 
maBe Verfahren zu einer starken Kbstensenkung bei. Dies ist beispielsweise bei der Herstellung transgener Tiere. wie 
Mause. Schafe oder KQhe der Fail, in denen die Expression einer bestimmten endogenen NuMeinsauresequenz in 
einem bestimmten Zelltyp erhoht werden soli. 

[0064] Das 5'-seitige bzw. 3*-seitige nichtkodierende NuWeinsaurefragment aus dem Bereich des Zielgens wird vor- 
zugsweise in dem Vektor entsprechend seiner genomischen Anoidnung 5 -seitig Oder 3'-settig des Reportergens ange- 
ordnet. 

[0065] Es kann jedes dem Fachmann bekannte Reportergen vemvendet werden. dessen Expression in der Zelle 
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nachwelsbar ist. Vorzugswelse wird ein Reportergen verwendet, das fQr Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT), p- 
Galactosidase (p-GaQ Oder LacZ kodiert. Andererseits kann auch eln Reportergen kodierend fQr ein Protein von Inter- 
esse. z.B. EPO, verwendet werden. dessen Expression mit immunologischen Verlahren, z.B. ELISA. nachweisbar ist 
[0066] In einer bevorzugten AusfOhrungsform werden mindestens zwei Vektoren, die voneinander verschiedene 5*- 

5 seitige oder/und S'-seitige nichtkodierende NuMeinsAurefragmente des Zelgens enthaften, in jeweils unterschiedliche 
Zellen transflziert und die E)^res8ion des Reportergens der unterschiedlichen Zellen wird mit dem Fachmann bekann- 
ten Methoden bestimmt. Mit dem erf indungsgemflSen Verlahren kann leicht festgestelK werden. welche Anordnung der 
heterologen Expressionskontrdlsequenz eine optimale Expression fQr eine bestimmte Wirtszelle erglbt 
[0067] In einem werteren Aspekt betrifft die Erf indung ein Verfahren zur Bereitstellung einer DHFR-negativen euka- 

10 ryontischen Zelle, vorzugsweise einer Sdugerzelle und besonders bevorzugt einer humanen Zelle. das dadurch 
gekennzeichnet ist. daB 

(a) die Zelle transfiziert wird mit einem ersten Vektor, umfasseixl 

IS (1) mindestens eine Zielsequenz fur etne ortsspezff ische Rekombinase. 

(ii) die Sequenz (i) flankierende DNA-Sequenzen, die homolog zu einer endogen In der Zelle vorliegenden 
DHFR-NuMeinsauresequenz sind, um eine honfK)loge Rekombination zu eriauben. und 
(iiD gegebenenlalls ein positives und gegebenenfalls ein negatives Selekb'onsmarkergen, 

20 (b) die transf izierte Zelle unter Bedingungen kuitiviert wird, unter denen eine homologe Rekombination des Vektors 
erfolgt und 

(c) die gemfiB Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wvird. 

[0068] In dem erfindungsgemaBen Verfahren werden die Rekombinase-Zielsequenzen und die homologen Sequen- 
25 zen gemaB obigen Erlfluterungen ausgewfihlt und verwendet. 

[0069] Das positive Selektionsmarkergen wird - sofern vorhanden - zwischen den zu einem DHFR-Qen homologen 
Sequenzen angeordneL Das negative SelektSonsmarkergen wird - sofern vorhanden - auBerhalb der homologen 
Sequenzen angeordnet. 

[0070] Nach erfblgter homologer Rekombination in den DHFR-Locus kann kein funkHonelles DHFR-Protein von der 
30 Zelle synthetisiert werden. Die Sequenzen des Vektors kOnnen dabel so angeordnet sein, daB der Promoter des 
DHFR-Gens inaktrviert wird oder/und daB aufgrund einer Insertion oder Deletion in der kodierenden Sequenz des 
DHFR-Gens kein funktionelles DHFR-Protein mehr synthetisiert werden kann. 

[0071 ] Um beide Allele eines DHFR-Gens zu inaktivieren, werden die Zellen zun&chst mit einem erf indungsgemSBen 
Vektor transfiziert. selektioniert und gewonnen. In desen Zellen ist ein Allel des DHFR-Gens inaktiviert d.h. sie sind 

35 heterozygot [+/-) fQr das DHFR-Gen. Dann kOnnen diese Zellen nochmals mit einem erf indungsgemdBen Vektor trans- 
fiziert werden, der vorzugsweise ein von dem ersten Vektor verschiedenes positives Selektionsmarkergen enthdit. 
Nach einem Selektionsschritt werden Zellen gewonnen. in denen beide DHFR-Allele inaktiviert sind. Alternativ kann 
eine ErhOhung des Selektionsdrucks zu einer Genkonversion und damit zur Inaktivierung beider Allele f Qhren (vgl. z.B. 
Mortensen et al., Md. Cell. Bid. 12 (1992). 2391-2395). 

40 [0072] Das eifMungsgemaBe Verfahren stelK eine DHFR-negatlve Zelle bereit. deren Verwendung in einem Gen- 
amplrfikationsverlahren den Vorteil hat, daB sie kein endogenes DHFR-Protein synthetisiert Bei der DurchfQhrung 
eines Selektionsschrittes zur Amplifikation einer heterologen Nukleinsduresequenz. die mit einer fur ein DHFR-Protein 
kodierenden Nukleinsduresequenz gekoppelt ist, kommt es zu keinen stOrenden Einf lOssen des Expressionsproduktes 
des endogenen DHFR-Gens und somit zu einer Eff izienzsteigerung der Genamplif ikation. 

45 [0073] Als positives Selektionsmarkergen kann jedes geeignete Selektionsmarkergen ventvendet werden, welches zu 
einem selektiert}aren Phdnotyp fuhrt, z.B. Antibiotikumresistenz. Vorzugsweise ist die fOr das positive Selektionsmark- 
ergen kodierende NuMeinsduresequenz ein Neomycin-. Kanamydn-, Genettein- oder Hygromycin-Resistenzgen. 
[0074] Es kann jedes dem Fachmann bekannte negative Selektionsmarkergen venwendet werden, vorzugsweise ist 
die fQr das negative Selektionsmarkergen kodierende NuMeinsduresequenz ein Thymidin-Kinase-Gen (TK) oder/und 

so Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase-Gen (HGPRT). 

[0075] Die von Rekombinase-Zielsequenzen f lankierte Sequenz kann aus dem Genom der Zelle durch transiente 
Aktivierung der entsprechenden Rekombinase herausgeschnitten werden. z.B. durch 

(a) Transfizieren der Zelle mit einem Vektor. umfassend eine fQr eine Rekombinase kodierende NuMeinsfiurese- 
55 quenz operativ veitxinden mit einer in dieser Zelle aktiven Expressionskontrollsequenz, 

(b) Kuttivieren der so transfizierten Zelle unter Bedingungen, unter denen die Rekombinase exprimiert wird und 
aktiv 1st und 

(c) gegebenenlalls Gewinnen der Zelle. 
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[0076] Mrt dem erf indungsgemdBen Veiiahren ist es nicht nur mOglich ein DHFR-Gen zu inaktivieren, sondern durch 
eine Rekombinase vermittelte Reaktion auch Sequenzen eines DHFR-Gens. die sich zwischen den Rekombinase-Zlel- 
sequenzen bef indea sowie das eingefOhrte Selektionsmarkergen aus dem Genom einer Zelie herauszuschneiden. 
[0077] Wenn die von Rekombinase-Zielsequenzen flankierte Sequenz ein positives Selektionsmarkergen beinhaltet, 
5 ist die diese Sequenz enthaltende Zelle antibiotikumresistenL Sie kann somit leicht nach dem Fachmann bekannten 
Vertahren selektioniert werden. 

[0078] Ein weiterer Vorteil einer nach dem erfindungsgerndBen Verfaliren hergestelKen DHFR-negativen ZeKe ist. 
daB ihre Eigenschaften durch dem Fachmann bekannte IMethoden charakterisiert werden konnen und die Zellen 
anschlieBend fur weitere Verfahren verwendet werden kOnnen. DarQber hinaus kOnnen durch die an dem DHFR-Gen- 
10 locus eingefOhrte Rekombinase-Zielsequenz ortsspezif Isch Nukfeinsduresequenzen in das Genom integriert werden. 
[0079] Eine weitere bevorzugte AufOhrungsfbrm betrifft ein Verbhren zum EinfOhren eines heterologen DHFR-Gens 
in eine eukaryontische Zelle, das dadurch gekennzeichnet ist. daB eine nach dem oben beschriebenen Veriahren 
erhaltene DHFR-negative Zelle 

75 (a) transf iziert wird mit einem dritten Vektor, umfassend 

(i) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, das sich vorzugsweise von dem positiven Selektions- 
markergen des ersten Vektors unterscheidet, 

(ii) eine f Or eine DHFR kodierende NuMelnsduresequenz, 

20 (iii) eine zu ampliflzlerende fOr ein Protein kodierende NukleinsSuresequenz in exprimierbarer Form und 

wobei die NukjeinsSuresequenz aus den Teilsequenzen (i), (ii*) und Oii) 5*-seitig und 3'-seitig jeweils von min- 
destens einer Retomblnase-Zielsequeriz flankiert ist, 

(b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen eine Integration der von Rekombinase- 
25 Zielsequenzen f lankierten NuMeinsduresequenz an der bereits im Genom der Zelle befindlichen Rekombinase- 

Zielsequenz erfblgt und 

(c) die gemflB Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 

[0080] Das positive SeleMionsmarkergen, das DHFR-Gen und das fOr das gewOnschte Protein kxCerende Zielgen 
30 sind vorzugsweise jeweils operativ mit einer in der Zelle aktiven oder aktivierbaren Expressionskontrdlsequenz vertxin- 
den. Prinzipiell ist auch ein polycistronisches Kbnstrukt mit internen ritxssomalen Bindestellen mOglich. Die zu amplifi- 
zierende Nukteinsduresequenz des Zielgens sollte jedoch durch einen separaten Promotor getrieben sein. Besonders 
bevorzugte Expressionskontrollsequenzen sind virale Pronx>taen/Enhancer. Am moisten bevorzugt ist zur Expression 
des Proteins ein CMV-Promotor. 
35 [0081] Vorteilhaft ist. daB die erfindungsgemdBe Integration heterologer Sequenzen in das Genom einer Zelle orts- 
spezifisch erfolgt und somit Interferenzen der heterologen Sequenzen mit genomischen Sequenzen ausgeschlossen 
sind. Die daraus resultierenden weiter oben beschriebenen Nachteile. wie beispielsweise instabile HerstellungsMone, 
kOnnen so vermieden werden. 

[0082] Zur Steigerung der Expressionsrate einer heterologen fOr ein Protein kodierenden NuMeinsduresequenz kann 
40 ein Amplif ikationsschritt mit Methotrexat nach bekannten Verfahrensschritten durchgefOhrt werden. 
[0083] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein Vektor. umfassend 

(i) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, 

(ii) eine fOr ein DHFR kodierende Nukieinsduresequenz. und 

45 (iii) eine fur ein gewQnschtes Protein kodierende Nukleinsduresequenz in exprimiert>arer Form. 

wobei die NuMeinsduresequenz aus den Teilsequenzen (i). (iO und (iii) 5'-seitig und 3*-6eitig jeweils von mindestens 
einer Rekorrixnase-Zielsequenz flankiert isL 

J*' 

[0084] Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Vektor fOr die homologe RekDrrt>ination, 
so uniassev6 

(0 gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, 

(ii) mindestens jeweils eine Rekombinase-Zielsequenz, die die Sequenz (i) flankiert und 

(iii) die Sequenzen (i) und (ii) flankierende DNA-Sequenzen, die homolog zu einer endogen in einer Zelle vorlie- 
55 genden DHFR-Nukleinsduresequenz sind, um eine homologe Rekombination zu eriauben. und 

(iv) gegebenenfalls ein negatives Selektionsmarkergen auBeihalb, vorzugsweise S'-seitig der homologen Sequen- 
zen (iii). 
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[0085] Weiterhin betrifft die Erf indung eine eukaryontische Zelle, vorzugsweise eine humane Zelle, erhditiich durch 
ein oben beschriebenes Verlahren. Diese Zelle ist dadurch gekennzeichnet, daB 

mindestens eine endogme, fur eine DHFR kodierende NuMeinsduresequenz inaktiviert ist, vorzugsweise beide 
endogenen Allele und 

(b) im Bereich dieser fQr DHFR kodierenden NuMeinsduresequenz mindestens eine Rekombinase-Zielsequenz in 
das Genom integriert ist. 

[0086] SchlieBIich noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine eukaryontische Zelle, vorzugsweise eine 
humane Zelle. die gekennzeichnet ist durch eine heterologe Nukleinsduresequenz im Bereich eines endogenen DHFR- 
Genlocus umiassend 

(i) eine fOr eine DHFR kodierende Nukleinsduresequenz, 

(ii) eine f Or ein gewuschtes Protein kodierende NuMeinsfluresequenz und 

(iii) mindestens eine Rekombinase-Zielsequenz. 

[0087] Die Erfindung wird durch die nachfolgenden B^spiele. Rguren und das Sequenzprotokoll erldutert 

FlQurenbeschrelbuno 

Rgur 1 

[0088] 

(A) zeigt einen Vektor fOr die homologe Rekontsination, der als erster Vektor verwendet wird. HR: homologe 
Sequenz, Seq 1: erste heterologe Expressionskontrollsequenz. R1: positives Selektionsmarkergen, loxP: loxP- 
Sequenz mitOrientierung, 

(B) zeigt genomische Sequenzen 

(a) nach erfblgter homologer Rekombination, 

(b) nach durch eine Cre-Rekombinase katatysiertem Herausschneiden einer von IcxP-Sequenzen flankierten 
Sequenz, 

(C) zeigt einen Vektor f Dr eine Cre-Rekombinase vermittelte integration, der eine Sequenz zwischen loxP-Sequen- 
zen angeordnet umfaBt 

(c) zeigt genomische Sequenzen nach Integration eines zweiten Vektors an der loxP-Sequenz. R2: positives 
Selektionsmarkergen, wetohessich gegebenenfalls von R1 unterscheidet, Seq 2: zweite heterologe Expressi- 
onskontrollsequenz. 

Rgur 2 
[0089] 

(A) zeigt einen Vektor fOr die homologe Rekombination HR: homologe Sequenz. R-txsx: positives und gegebenen- 
falls negatives Selektionsmarkergen, loxP: loxP-Sequenz mit Orientierung, HSV-tk: Herpes simplex-Thymidinkl- 
nase; 

(B) zeigt einen Vektor fOr die homotoge Rekombination mit einseitiger homologer Sequenz. 
Hgur3 

[0090] zeigt die CMV-PronrntorAHlF-kontrollierte Erythropoietin (EPO)-Expressk>n von HeLa S3 Zellen. die transffiziert 
wurden mit den Vektoren pHYG, pHIF-la und pARNT (pHIF-1 p) und deren EPO-Expression 3, 4 und 5 Tage nach der 
Transfektion in den Zelluberst&iden gemessen wurde (Erythropoietinkonzentration in ^g/ml). 
[0091] pHYG: Kbntrollvektor. pHIF-1a: eine HIF-1a cDNA unter Kontrdle eines SRa*Promotors. pARNT: eine HIF-p 
cDNA unter Kbntrolle eines CMV-Promotors. 
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Rgur4 

[0092] zeigt 4 verschiedene Vektoren. die jeweils einen CM V-Promotor (C) und das Reportergen p-Qalactosidase (B) 
errthalten. wobei zwischen diesen Sequenzen unterschiedlich lange nichtkocfierende Nukteinsfiurefragmerrte des Ziel- 
gens (S) inseriert sind. Die Unge der nichtkodierenden NuMeinsdurefragmente betragt dabei in den Vektoren A3- 178 
Okb. A3-1 77 2.5tt), A3-1 75 3,7W) und A3-1 81 5,7klx Der Montrollvektor pNASSp enthait das Reportergen p-Galactosi- 
dase ohne CI\4V-Pronfiotor. 

FgurS 

[0093] zeigt eine l^essung der Expression des Reportergens p-Galctosidase nach Transfektion von HeLa S3 Zellen 
mit den Vektoren der Rgur 4 in einer Verdunnungsreilie (1 :2 bis 1 :1 28). 

Hgur6 
[0094] 

(A) zeigt den Veklor pNDI fOr die homologe Rekombination in einen DHFR-Genlocus. Ein positives Selektions- 
markergen (Neo) wird f lanWert von zwei loxP-Sequenzen. 5'-seitig der einen loxP-Sequenz bzw. 3 -seitig der ande- 
ren loxP-Sequenz befinden sich die zu einem DHFR-Gen homology Sequenzen (5'-, 3'-DHFR-Bereich). 

(B) zeigt den Vektor pHDI fOr die homologe Rekombination In einen DHFR-Genlocus. Ein positives SeleWions- 
markergen (Hyg) wird f ianWert von zwei loxP-Sequenzen. 5*-seitig der einen loxP-Sequenz bzw. 3*-seit'g der ande- 
ren loxP-Sequenz befinden sich die zu einem DHFR-Gen homologen Sequenzen (5% 3 -DHFR-Bereich). 

Figur7 
[009q 

(A) zeigt den genomischen Aufbau eines DHFR-Gens mit Exon 1. Exon 2 und Exon 3, sowie den dazwischen lie- 
genden Introns, 

(B) zeigt schematisch einen Rgur 6 entsprechenden Vektor, Targetkonstrukt. 

(C) zeigt die genomische Struklur nach erfolgter homologer Rekombination des Vektors fQr die homologe Rekom- 
bination in ein DHFR-Gen. Der Abstand zwischen den EcoRI-Schnittstellen betragt bei Venwendung des Vektors 
pNDI 2,9 kb bzw. 3,7 kb bei Venwendung des Vektors pHDI. Neo: Neomycin, Hyg: Hygromydn, kb: Kilobasen 

Rgur 8 

[0096] zeigt einen Vektor, der eine fQr ein Protein X kodierende NuMeinsduresequenz und ane fQr ein DHFR-Protein 
kodierende NuMeinsduresequenz jeweils einschlieBIIch regulatorischer Sequenzen umfaBt, die von zwei loxP-Sequen- 
zen flankiert sind. Dieser Veklor kann zur Cre-Rekombinase katalysierten Integration in das Genom in eine loxP- 
Sequenz venwendet werden. 

SEQ ID NO. 1 zeigt eine erste HIF-bindende Nucleotidsequenz, 
SEQ ID NO. 2 zeigt eine zweite HIF-bindende Nuceotidsequenz, 
SEQ ID NO. 3 zeigt eine loxP-Sequenz. 

WSPlrt 1 Expression eInes Ervthropoictin-Gens unte r Kontrolle eines CMV-Promotors und Qberexpresslon 
vonHIF 

[0097] Die Vektoren pHYG. pHIF-1 a und pARNT (vgl. Rgur 3) werden in genetisch verflnderte HeU-S3 Zellen trans- 
fizierL In den Zellen wurde proximal zu dem Erythropoietin-Gen (EPO)-Translationsstart eines EPO-Allels ein CMV 
(Cytomegalovirus) Promoter eingefuhrt, der die EPO-Expression kontrolliert Die Zellen produzieren normalenweise 1 
Mg Erythropoietin pro 24 Stunden pro 10^ Zellen. Sie werden 24 Stunden vor der Transfektion mit einer Kbnzentration 
von 6 X 10"^ Zellen pro 6 Lochplatte passagiert Am Tag der Transfektion werden die Zellen mit einem DNA-DOTAP- 
Gemisch inkubiert. Das Gemisch enthait 1.25 ^gdes jeweiligen Vektors, lO^il DOTAP (Boehringer Mannheim 1202375) 
ad 75 ixlln 20 mM Hepespuffer pro Loch. Das Gemisch wird fQr 10-15 MInuten bei Raumtemperatur vorfnkubiert Die 
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Zellen warden dann in 3 ml Medium pro Loch mit dem DNA-DOTAP fOr 6 Stunden inkubiert. AnschlieBend werden die 
Zellen zweimal mit PBS-Puffer gewaschen und in Vdlmedium fQr 5 Tage kultiviert. Am Tag 3. 4 und 5 werden jeweils 
100 ^1 Uberstand entnommen und mit einem Erythropoietin ELISA anaiysiert. Der Assay ist am Tag 5 abgeschlossen 
und die Zellzahi wird bestimmt. Die Erythropoietlnmenge pro Loch wird bezogen auf gleiche Zellzahl berechnet (vgL 
5 Rgur 3). 

[0098] Das Beispiel zeigt, daB eine Induktion des Erythropoietingens durch HIF immer noch mOglich ist, obwohl eine 
heterologe Expressionskontrollsequenz (CMV-Promotor) in die Promotonregion eines Alleis des Erythropoietingens 
eingefQhrt wurde. Die gemessene ErhOhung der Erythropoletinkonzentration deutet auf eine synergistische Wirioing 
des Hypoxia-induzierten Faktors bzw. der Hypoxiainduzierten Fakloren auf belde Allele hin. 
10 [0099] Es wird somit deutlich, daB die Expression einer endogenen NuMeinsduresequenz durch EinfQhren einer hete- 
rologen Expressionskontrollsequenz erhOht werden kann. Wird ein Aktivator (HIF) in der Zelle exprimiert, for den in der 
Expreissionskontrollsequenz bindende Nukleinsduresequenz vorhanden sind, so kann die Expression dieses Gens 
weiter gesteigert werden. Sind entsprechende Sequenzen in diesem Genlocus nicht vorhanden, kOnnen sie gezielt 
durch das erfindungsgemdBe Veriahren mittels homok)ger Rekombination in das Genom eingebracht werden. 

IB 

Beispiel 2 OptimlBrte Anoidnunq einer ExpuBSSionsicoiitrellsaquenz zur Erhflhunq der Expression einer ando- 
aenen NuMeinsflure 

[0100] 5'-seftige Sequenzen eines endogenen Gens kOnnen sowohl die Expression stimulierende als auch reprimie- 

20 rende Eigenschaften aufweisen. Bei der EinfOhrung einer heterologen Expressionskontrollsequenz in das Genom 5'- 
seitig eines Zielgens wird die ExpressionshOhe durch die endogene 5'-seitige Sequenz beeinfluBt Soil eine optimale 
Expression des Zielgens mittels einer heterologen Expressionskontrollsequenz erreicht werden, muB diese so ange- 
ordnet werden, daB durch 5'-seitige nichtkodierende Sequenzen des Zielgens die Aktivitdt der heterologen Expressi- 
onskontrollsequenz nicht vermindert wird. Vorteilhaft wdre eine gezielte Anordnung. um synergistische Effekte der 

25 einzelnen Sequenzelemente zu erreichen. Um verschiedene Anordnungen der heterolgen Expressionskontrollsequenz 
zu testen, d.h. um beispielsweise festzustellen In welcher Entfernung zum Translationsstart der kodierenden Sequenz 
des Zielgens die heterologe Expressionskontrollsequenz in das Genom der Zelie integriert werden muB. werden unter- 
schledliche Vektoren mtt unterschiedllchen 5 -seitigen nichtkodierenden NuMeinsdurefragmenten des 2Selgens getestet 
(vgl. Rgur 4). Die in Rgur 4 beschriebenen Vektoren werden in Hel^ S3 Zellen transfiziert und die Expression des 

30 Reportergens p-Qalactosidase wird gemessen (vgl. Rgur 5). 

[0101] 24 Stunden vor dem Assay werden die Zellen mit einer Kdnzentration von 1 x 10^ Zellen pro 10 Zentimeter 
Petrischale passagiert Am Tag der Transfektion werden die Zellen mit einem DNA-DOTAP-Gemisch inkubiert. Das 
Gemlsch enthdlt 1 pmol des jeweiligen Vektors (/^-178. A3-177, A3-175, A3-181 bzw. pNASSp. vgl. Rgur 4) in 60 |ii 
DOTAP (Boehringer Mannheim 1202375) ad 300 (xl mit einer 20 mM iHEPES-Puffer LOsung. Das Gemisch wird 10-15 

35 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen werden in 6 ml serumfreiem Medium pro Petrischale mit D NA-DOTAP fur 
6 Stunden vorinkubiert. Danach werden die Zellen zweimal mit PBS-Puffer gewaschen und in Vollmedium fur 22 Stun- 
den kultiviert. Um die p-Galactoskiaseexpression zu messen, werden die Zellen in 200 m1 PBS gewonnen und durch 
Gefieren bei -20*^0 und Auftauen lysiert 10 jil des Lysats werden 1 : 10 mrt Substirat verdOnnt (3,29 mM Chtorphend 
Rot-p-D-GalaclDpyranosid (Boehringer i^annheim 884308), 100 mM HEPES. 150 mM NaQ. 2 mM MgCl2. 1% BSA. 

40 0,1% TritonX-100, 0,1% Natriumazld, pH7. Die Proben werden in 1 : 2 Schritten verdQnnt und In einer 96 ijochplatte bei 
37*'C inkubiert bis steh eine dunkeirote Farbe gebikJet hatt. Die Proben werden dann bei 570/580 nm Oder 550 nm 
gemessen. 

[0102] Wie aus Rgur 5 deutlich wird. ist die Expression des Reportergens in Zellen am hOchsten, die mit dem Vektor 
A3>178 transfiziert wurden. Die heterologe Expressionskontrollsequenz befindet sich in diesem Vektor proximal zum 
45 Translationsstart der kodierenden Sequenz. 

[01 03] Mrt diesem Verfiahren kann somit einfach und schnell festgestellt werden, welche Anordnung einer heterologen 
Expressionskontrollsequenz im Genom einer Wirtszelle gewdhlt werden muB, um eine optimale Expression eines 
endogenen Zielgens zu erreichen. 

so Belsplel 3 Hefstelluno von DHFR-neaathfen Zellen 

[01 04] In einem ersten Schritt werden erfindungsgemdBe Vektoren fQr die Rekombination hergestellt. Diese Vektoren 
werden in einem zweiten Schritt in humane Zellinien transfiziert und auf honK>loge Rekombinationsereignisse ges- 
creent. Auf diese Weise kann erst ein. dann das 2. Allel fQr das DHFR-Gen inaktiviert werden. 

ss 

DHFR-Vektor fur die homologe Rekombination 

[0105] Das humane DHFR-Gen ist auf Chromosom 5 lokalisiert und umfaBt 30 kb, die sich in 6 Exons gtiedern. Ein 
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1 ,8 kb groBes EcoR1 -Fragment welches Teile des Promotors, Telle von Exon 2 und das komplette Exon 1 enthatt. wird 
zur Herstellung des Vektors fOr die homologe Rekomblnation verwendet. Exon 1 wird durch einen Aapl-Verdau entfernt 
und in die entstandene LjQcke (0.45 kb) wird das Neo-(1,4 kb)- bzw. Hyg-(2.2 kb)-Resistenzgen Ober Unker eingesetzt. 
Diese Linker enthalten zusatzlich zu den AdaptornuWeotiden die mlnlniale Sequenz TAT TG AAG CAT ATT ACA TAG 
5 GAT ATG CTT CAA TA (loxP-Sequenz). Die Linkersequenzen sind In der glelchen Orientlerung, das Resistenzgen 
bevorzugt antisense zum DHFR-Gen angeordnet Nachdem das Resistenzgen eingesetzt wurde. wird die Homologie- 
region vergr6Bert Hierau wird der Vektor urn das Ecx)RI Fragmente aus dem 3*-Bereich (6.0 kb) erweitert (Fig. 6). Man 
erhaitsomitdle erfindungsgemdBen Targetkonstrukte pNDI (11 ,5 kb) und pHDI (12,3 kb). 

[0106] Nach erfolgreicher liomologer Rekombination sind das komplette Exon 1 (AmlnosSuren 1-28) und Telle des 
10 Promotors des DHFR-Gens entfernt Die Zelle kann nun kein funktionelles DHFR-Protein mehr exprimleren. 

l^nsfektlon von Zellen 

[01 07] Die venvendeten humanen Zelllnien sollten nicht polyptoid fOr Chromosom 5 sein und nicht unter MTX Selek- 
15 tion gehalten worden sein. In beiden Fallen wQrden mehr als 2 Allele zu inaktivieren sein. 

HeLa S3-Zdllen (ATCC CCL-2^) 

[0108] Die Zellen werden in Gewebekulturflaschen in RPM1 1640 Medium, 1 0% fotalem Kaiberserum, 2 mM L-Giut- 
20 amin und 1 mM MEM (nichtessentielle Aminosauren) kuHiviert. Die Inkubation erfolgt be! 3TC und 5% CO2. Der Elek- 
troporationspuffer enthait 20 mM Hepes, 138 mM NaCI. 5 mM KCI, 0.7 mM Na2HP04. 6 mM D-Glucose-Monohydrat, 
pH 7,0. 10 ^ig linearisierte Vektor-DNA (pNDI) wird bei 960 pF und 250V in 1 x 10^ Zellen elektroporiert (Bioiad Gene 
Pulser). Nach der Elektroporatlon werden die Zellen in Medium mit 600 jig/ml G41 8 (Genetidn Boehringer Mannheim) 
aufgenommen und kultiviert. Nach 10 Tagen Selekb'on (Mediumwechsel alle 2 Tage) werden die positlven Klone isollert 
25 und expandiert 

HT1080 Zellen (ATCC CCL-121) 

[0109] Die Kultlvierung und Selektion der Zellen erfolgt wie fOr HeLa S3-Zellen beschrieben mit DMEM-Medlum mit 
30 10 % fotalem Kaiberserum, 2 mM L-Glutamin und 1 mM Natriumpyruvat. 

Namalwazellen (ATCC CRL-1 432) 

[0110] Diese Zellinie ist eine Suspensionszellinie und muB entsprechend kultiviert werden. Das Medium entspricht 
35 dem for HeLa S3-Zellen beschriebenen. Nach der Transfeklion werden die Zellen auf vierzig sewell-Platten verteilt. 
Positive Wone werden in 48% 24-, 12- und 6HweU Flatten expaniert Die Selektion erfolgt mit 1 mg/lml G418. 

Nachwels der DHFR-negativen (+/-) Zellen 

40 [01 1 1 ] Der Nachwels der Insertion des Vektors wird mittels Southern Blot Analyse Oder PGR durchgefOhrt. Bel korrekl 
eriblgter homologer Rekombination wird nach EcoRI-Verdau zusatzlich zu einer 1 ,8 kb Bande. die das intakle DHFR- 
Gen reprasentiert eine 2,9 kb Bande nachgewiesen, welche durch die Insertion des Neo-Gens entstanden ist (Rgur 
7c). MischWone (unglelches Verhaitnis der Bandenintensitat in Southern Blot) werden Ober Einzetzellablage im FAGS 
getrennt, subkloniert und anschlieBend expandiert. In den als positiv identifizierten Ktonen ist ein Allel des DHFR-Gen 

45 inaktiviert 

Erzeugung von DHFR-negatlven (-1-) Zellen 

[0112] ZellMone, In denen ein DHFR-Allel (+1-) inaktiviert 1st kOnnen einer erneuten homologen Rekomblnation 
so unterzogen werdea HIerzu werden sie wie oben beschrieben mit 10 ^g linearislerter DNA des Vektors pHDI transfl- 
ziert. Die Selektion erfolgt in Medium mit 500 ^gM Hygromydn B (Boehringer Mannheim). 
[0113] Durch eine ErhOhungder G418-Kbnzentration im Medium kann der Seleklionsdruckauf DHFR*'* Zellen ertiOht 
werden und DHFR"'' Zellen erhalten werden. Eine geneHsche Kbnversion fuhrt zu einer interchromosomalen Rekombl- 
nation. wodurch das zweite DHFR-Allel Inaktiviert wird. 
55 [0114] Die DHFR-'- Zellen enthalten zwei raktivierte DHFR-Allele und kOnnen kein Tetrahydrofolat mehr synthetisie- 
ren. Daher muB dem Medium Thymidin, Glydn und Purin zugegeben werden (Supplementation). Gegebenenfalls war- 
den die Zellen in a Medium (Gibco BRl) kultiviert. 

[01 1 5] Der Nachwels der DHFR'^' Zellen erfolgt wie oben beschrieben. Bel homozygoten DHFR-negativen Zellen Ist 
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keine Wildtypbande (1,8 kb) nachweisbar. Zellen, die mit pHDI transfiziert wurden, zeigen nach homdoger Rekombi- 
nation eine neue 3.7 kb Bande in EcoRl Southern Blot (Figur 7c). 

Verwendung von DHFR-negativen Zellen (-/-} 

[01 16] Die erf indungegemABen Zellen kOnnen zur Hochproduktton von Proteinen venvendet werden. Hierzu wi'rd ein 
erfindungsgemaBer Vektor (gemSB Figur 8} und ein eine Cre-Rekombinase kodierender Expressionsvektor in die 
DHFR"'" Zellen transfizieri Die Cre-Rekombinase entfernt die AntibiotikunvResrstenz aus dem DHFR-Genlocus und 
integriert in die loxP-Sequenz im Genom der DHFR'^' Zelle den erf indungsgemSBen Vektor. Die Zellen werden wieder 
antibiotikumsensitiv und unabhangig von einer Thymidin, Glycin und Purin Supplementation. 
[01 17] Die Selektion kann durch Verwendung eines Mediums ohne Supplementation Oder durch Zugabe eines geeig- 
neten Antibiotikums zum Kufturmedium eriblgen. Das Antibiotikum entspricht dabei dem Resistenzgen, das durch die 
Cre-Rekombinase aus dem Genom der Zelle entfernt wurde. Enthdft der in die loxP-Sequenz integrierte Vektor ein 
positives Selektionsmarkergen, kann die Selektbn durch Zugabe dieses Antibiotikums zum Medium durchgefuhrt wer- 
den. 

ErhOhung der Produlctlonslelstung durch GenampHfikatlon 

[0118] Um die Produktionsleistung der Zellen for das rekombinante Protein zu ertiOhen, wird eine Methotrexat (MTX)- 
Selektion durchgefQhrt wodurch das In die Zelle eingefOhrte DHFR-Gen und die heterologe fOr ein Protein kodierende 
NuMelnsauresequenz amplifiziert werden. 

[0119] Um eine AmpWikation zu erreichen, werden die Zellen in Gegenwart von steigenden Kbnzentrationen (100- 
1000 mM) MTX kultiviert Der Grad der Amplifikation erfolgt uber densitometrische Auswertung von vergleichenden 
Southern Blots (vor, wahrend, nach MTX-Zugabe). 

[0120] Die nach dem Ampliflkationsschritt erhaltenen erfindungsgemaBen Zellen ehthalten an dem IcxP-Locus viele 
Kopien des eingefQhrten DHFR-Qens und der eingefOhrten heterologen NuMeinsduresequenz. Sle zeichnen sich 
dutch eine hohe Produktionsleistung der heterologen NuMeinsaure au& 

[0121 ] Im Fblgenden sind bevorzugte AusfOhrungsfbrmen der Eriindung als Bestandteil der Beschreibung dargestellt: 

1. Verfahren zum Verandern der Expression einer in eIner eukaryontischen Zelle endogen vorliegenden NuMein- 
sauresequenz, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB 

(a) die Zelle transfiziert wird mit einem ersten Vektor, umfassend 

(i) mindestens eine Sequenz ausgewahit aus einer ersten heterotogen Expressionskontrollsequenz und 

einem ersten Amplifikationsgen, 

(iO ein positives Selektionsmarkergen, 

(ill) mindestens jeweiis zwei die Sequenz (i) und (ii) f lanklerende Zielsequenzen fOr eine ortsspezifische 
Rekombinase, 

(iv) die Sequenzen (i), (ii) und (iii) flanWerende DNA-Sequenzen. die homolog zu einem Nukleinsaureab- 
schnitt im Genom der Zelle sind, um eine homologe Rekombination zu erlaut)en, 

(b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen eine homologe Rekombination des 
Vektors eribigt, und 

(c) die gemaB Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 

2. Verfahren nach Punkt 1 , 
daduich gekennzeichent, 

daB man als Rekomblnase-Zielsequenzen loxP-Sequenzen venvendet 

3. Verfahren nach Punkt 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Zelle eine humane Zelle ist. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte, 
dadurch gekennzeichnet 
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da3 die Zelle eine immortalisierte Zelle ist. 

5. Verfahren nach Punkt 4, 
dadurch gekennzeichnet 

5 daB die Zelle eine HT1080% Namalwa- Oder HeLa S3 Zelle let. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte, 
daduich gekennzeichnet, 

daB die heterologe Expressionskontrollsequenz einen Promotor/Enhancer, vorzugsweise einen viraler Promotor. 
10 besonders bevorzugt einen CMV-Promotor umfaBt. 

7. Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet 

daB die heterologe Expressionskontrollsequenz eine 3*-nichtkodierende Sequenz umfaBt. 

IS 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte, 
dadurch gekennzeichnet 

daB die homdogen Sequenzen so ausgewahit werden, daB durch die homologe RekDnrt)ination eine endogene 
Expressionskontrollsequenz der endogen vorllegenden Nukleinsduresequenz entfemt wird. 

20 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte. 
dadurch gekennzeichnet 

daB das positive Selektionsmarkergen ein Neomycin-. Kanamycin-. Genetidn- Oder Hygromycin-Resistenzgen ist. 

25 10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte, 
dadurch gekennzeichnet 

daB der Vektor we'rterhin ein negatives Selektionsmarkergen umliaBt. wetehes auBorhalb der homologen Sequen- 
zen gemas Anspruch 1 (a) fiv) angeordnet isL 

30 11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte. 
dadurch gekennzeichnet 

daB die zwischen den Rekomtxnase-Zielsequenzen lokalisierte Nukleinsduresequenz durch transiente Aktivierung 
einer die Zielsequenzen erkennenden ortsspezif ischen Rekombinase aus dem Genom der Zelle herausgeschnit- 
tenwird. 

35 

.. 12. Verfahren nach Punkt 11, 
dadurch gekennzeichnet 
daB 

40 (a) die Zelle transf iziert wird mit einem weiteren Vektor, umfassend 

(i) mindestens eine Sequenz ausgewdhit aus einer zweiten heterologen Expressionskontrollsequenz und 
einem zweiten Amplifikationsgen, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, das sich vorzugsweise von dem positiven Selektionsmarkergen des 
45 ersten Vektors unterscheidet und 

Ciii) mindestens zwei die Sequenzen (i) und (iQ f lankierende Rekombinase-Zielsequenzen, 

(b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen eine Integration der von den Zielse- 
quenzen f lankierten Sequenz ian der Zielsequenz im Genom der Zelle erfblgt 
so (c) die gemdB Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird und 

((0 gegebenenfalls die Schritte (a) bis (c) mindestens einmal mit jeweils vanlerenden Expre^onskontrollse- 
quenzen oderAjrxi Amplif ikationsgenen wiederholt werden. 

13. Vektor for die homologe Rekombination, umfassend 

55 

(i) mindestens eine Sequenz ausgewahit aus einer Expressk)n8kDntrol[sequenz und einem Anpllfikationsgen, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(ilD mindestens zwei Sequenzen (i) und (ii) f lankierende Zielsequenzen fOr eine ortsspezif ische Rekombinase, 
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(iv) die Sequenzen (i), (ii) und (iii) fiankierende DNA-Sequenzen. die homolog zu einem Nukfeinsdureabschnitt 
im Genom einer Zelle sind. um eine homologe ReKombination zu erlauben, und 

(v) gegebenenfalls ein negatives Selektionsmarkergen. 

14. Vektor, umfassend 

0) mindestens eine Sequenz ausgewflhlt aus einer heterologen Expressionskontrollsequenz und einem Ampli- 
fikationsgen. 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) mindestens zwei die Sequenzen (i) und (ii) fiankierende Rekombinase-Zielsequenzen. und 
Gv) gegebenenlalls ein ein negatives Selektionsmarkergen. 

15. Eukaryontische Zelle, vorzugsweise humane Zelle, ertiattlich durch ein Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 
12. 

1 6. Eukaryontische Zeile, vorzugsweise humane Zelle, 
daduich geksnnzeichnet. 

daBsie 

(a) mindestens eine chromosomal lokalisierte Sequenz ausgewShK aus einer heterologen Expressionskon- 
trollsequenz und einem Amplifikationsgen in operativer VerknQpfung mit einer endogen vorliegenden NuMein- 
sduresequenz enthdit und wobei 

(b) diese Sequenz f lankiert ist von Rekombinase-Zielsequenzen. 

17. Verfahren zum Verdndern der Expression einer in einer eukaryontischen Zelle ervlogen vorliegenden NuMein* 
sduresequenz, 

dadurch geksnnzeichnet, 
daB 

(a) die Zelle transf iziert wird nftit einem Vektor, umfossend 

(i) mindestens eine Aktivatorprotein bindende Nukleinsduresequenz, 
00 ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) die Sequenzen (i) und (ii) fiankierende DNA-Sequenzen, die homolog zu einem Nukleinsdureabschnitt 
im Genom der Zelle sind, um eine homologe Rekombination zu erlauben, 

(b) die transf izierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird. unter denen eine homok)ge Rekombination des 
Vektors erfblgt, und 

(c) die gemas Schritt (b) erhattene Zelle gewonnen wird. 

1 8. Verfahren nach Punkt 1 7, 
dadurch gekennzeichnet. 

daB mindestens eine Hypoxia-lnducible-Faktor (HlF)-bindende NuMeinsduresequenz venwendet wird. 

19. Verfahren nach Punkt 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die HlF-bindende NuMeinsduresequenz ausgewdhlt wird aus der 53 bp Sequenz gemaB Sequenz ID NO. 1 , 
der 43 bp Sequenz gemdB Sequenz ID NO. 2, einer zu diesen Sequenzen homologen Sequenz Oder einer mit die- 
sen Sequenzen unter stringenten Bedingungen hybrkiisierenden Sequenz. 

20. Verfahren nach einem der Punkte 17 bis 19 weiterhin umtesend Transf izieren der Zelle nrirt einem Vektor, 
umfassend 

(i) eine fur ein Aktivatorprotein kodierende Nukleinsduresequenz, die operativ verbunden ist mit einer in dieser 
Zelle aktlven Expressionskontrollsequenz und 

(ii) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen. 
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21. Verfahren nach Punkt 20, 
dadurch gekennzeichnet 

daS das Aklivatorprotein ein HIF-1a- oder/Und HIF-lp-Protein 1st. 

22. Verfahren nach einem der Punkte 18 bis 21. 
dadurch gekennzeichnet 

da8 die Zellen bei einer 02-Kbnzentration von 0.1 bis 2 % kultiviert werden. 

23. Vektor for die homologe Rel«)mbination. umfassend 

(i) mindestens eine ein Aktivatorprotein birxlende NuMeinsduresequenz, 
(ii*) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) die Sequenzen (i) und (ii) f iankierende DNA-Sequenzen, die homolog zu einem NuMeinsdureabschnitt im 
Genom einer Zelie sind. urn eine liomologe Rekombination zu eriauben. 

24. Eukaryontische Zelle, vorzugswetse humane Zelie. erhaitlich durch ein Verfahren nach einem der Punkte 17 bis 
21. 

25. Eukaryontische Zelie, vorzugsweise humane Zelle, 
dadurch gekennzeichnet 

da3 sle mindestens ein heterologes, chromosomal lokallsiertes, ein AktivatorproteinZ-komplex bindendes NuMein- 
sdurefragment operativ verknQpft mit einem endogen in der Zelle vorliegenden Gen enthSIt 

26. Verfahren zum Testen des Einflusses von nichtkodierenden Nukleinsduresequenzen aus dem Bereich eines in 
einer eukaryontischen Zelle endogen vorliegenden Zielgens auf dessen Expression, das dadurch gekennzeichnet 
ist, daB 

(a) die Zelle transf iziert wird mIt einem Vektor, umfassend 

(i) eine heterdioge in der Zelle aktive Oder aktivierbare Expressionskontrollsequenz operativ verknQpft mit 
einem Reportergen, und 

Cii) 5'-seitig oder/und 3'-seitig nichtkodierende NuWeinsaurefragmente aus dem Bereich des Zielgens, 

(b) die Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen die Expressionskontrollsequenz akb'v ist und 

(c) die Expression des Reportergens gemessen wird. 

27. Verfahren nach Punkt 26, 
dadurch gekennzeichnet 

da8 das Reportergen fOr Chlorarrphentcol-Acetyl-Transferase (CAT), p-GalaktoskJase (p-Gal) oder LacZ kodiert 

28. Verfcihren nach einem der Punkte 26 Oder 27, 
daduich gekennzeichnet 

daS 

(a) mindestens 2 Vektoren. die voneinander verschiedene 5*-seitige oderAind 3'-seitige nichtkodierende NuMe- 
insdurefragmente des Zielgens enthalten. in jeweils unterschiedliche Zellen transfiziert werden und 

(b) die Expression des Reportergens in den unterschiedlichen Zellen bestimmt wird. 

29. Verfeihren zur Bereitstellung einer DHFRHiegativen eukaryontischen Zelle. 
dadurch gekennzeichnet 

daB 

(a) die Zelle transfiziert wird mit einem ersten Vektor, umfassend 

(i) mindestens eine Zielsequenz fOr eine ortsspezif Ische Rekombinase. 

Gi) die Sequenz (i) f Iankierende DNA-Sequenzen. die homolog zu einer endogen in der Zelle vorliegenden 
DHFR-Nukleinsduresequenz sind, um eine homologe Rekombination zu eriauben, und 
C"i) gegebenenfalls ein positives und gegebenenfalls ein negatives Selektionsmarkergen, 
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(b) die transf izierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird. unter denen eine homologe Rekombination des 
Vektors erfolgt. und 

(c) die gemSB Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 

30. Verfahren nach Punkt 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man ale Relvombinase-Zielsequenzen loxP-Sequenzen verwendet 

31. Verfahren nach einem der Punkte 29 Oder 30. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die fOr das positive Selektionsmarkergen kodierende Nukleinsauresequenz ein Neomycin-, Kanamycin-, 
Genetidn- Oder Hygromycin-Resistenzgen ist. 

32. Verlahren nach einem der Punkte 29 t}is 31 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die fQr das negative Selektionsmarkergen kodierende NuMeinsduresequenz ein ThymkJin-Kinas&<3en CTK) 
oder/und Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase-Gen (HGPRJ) ist 

33. Verfahren nach einem der Punkte 29 bis 32, 
dadurch gekennzeichnet. 

daB die von den Rekombinase-Zielsequenzen f lankierte Sequenz aus dem Genom der Zelle durch eine translente 
Aktivierung der entsprechenden Rekombinase herausgeschnitten wird. 

34. Verfehren zum Einf uhren eines heteiologen DHFR-Gens in eine eukaryontische Zelle, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB eine durch das Verfahren nach Punkt 33 eriiahene Zelle 

(a) transf iziert wird mit einem dritten Vektor. umtassend 

(i) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, das sich vorzugsweise von dem positiven Selekti- 
onsmarkergen des ersten Vektors unterscheidet 

(ii) eine fQr eine DHFR kodierende Nukieinsduresequenz, 

(iii) eine zu amplif izierende fOr ein Protein kodierende NuMeinsduresequenz und 

wobei die Nukieinsduresequenz aus den Teilsequenzen (i), (ii) und OiQ 5'-seitig und 3'-seitig jeweils von 
mindestens einer Rekombinase-Zielsequenz f lankiert ist, 

(b) die transf izierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen eine Integration der von Rekombinase- 
Zielsequenzen flankierten NuMeinsduresequenz an der bereits im Genom der Zelle befindlichen Rekombin- 
aase-Zielsequenz erfolgt und 

(c) die gemaB Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 

35. Vektor, umfiassend 

(i) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, 

(ii) eine fur eine DHFR kodierende Nukleinsduresequenz und 

(iii) eine fQr ein gewunschtes Protein kodierende Nukleinsduresequenz in exprimierbarer Form, 

wobei die Nukleinsduresequenz aus den Teilsequenzen (i). 00 und (iii) 5'-seitig und 3'-seitig jeweils von mindestens 
einer Rekombinase-Zielsequenz f lankiert isL 

36. Vektor fQr die homologe Rekombination, umfassend 
(i) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, 

(iQ mindestens jeweils eine Rekombinase-Zielsequenz, die die Sequenz (i) f lankiert, 

Oii) die Sequenzen (i) und (ii) f lankierende DNA-Sequenzen, die homolog zu einer endogen in einer Zelle vor- 

liegenden DHFR-NuMeinsSuresequenz sind, um eine homologe Rekombination zu eriauben und 

(iv) gegebenen^ls ein negatives Selektionsmarkergen auBerhalbder homologen Sequenzen (iii). 
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37. Eukaryontische Zelle. vorzugsweise humane Zelle, erhaWich durch ein Verfahren nach einem der Punkte 29 bis 
34. 

38. Eukaryontische Zeile. vorzugsweise humane Zelia 
dadurch gekennzeichnet 

daB 

(a) mindestens eine endogene. fur eine DHFR kodierende NuWeinsSuresequenz Inaktiviert ist und 

(b) im Bereich dieser far DHFR kodierenden Nuklansduresequenz mindestens eine Rekombinase-Zielse- 
quenz in das Genom integriert ist. 

39. Eukaryontische Zelle, vorzugsweise humane Zelle, 
gekennzeichnet durch 

eine heterologe NuMeinsauresequenz im Bereich eines endogenen DHFR-Qenlocus, umfassend 

(i) eine fOr eine DHFR kodierende NuMeinsauresequenz, 

(ii) eine fQr ein gewQnschtes Protein kodierende Nukleinsduresequenz und 

(iii) mindestens eine Rekombinase-Zielsequenz. 
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SEQUENZPROTOXOLL 



(1) AUiGEMBINE AKGABEK; 

(i) AKTHELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannhein GmbH 

(B) STRASSE: Sandhofer Strasse 112-132 

(C) ORT: Mannheim 

(£) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEXTZAHL: D-68305 

(ii) BEZEICHNUK6 DER ERFINDUNG: Optimierung von Zellen 
fuer die endogene Genalctivierung 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEK: 3 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUMG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS -DOS 

(D) SOFTWARE: PatentXn Release <1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID KG: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lANGE: 53 Basenpaare 

(B) ART: Kucleotid 

(C) STRAHGFOKM: be ides 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUMG: SEQ ID NO: 1: 
CCTCTCCTCT AGGCCCGTGG GGCTGGCCCT GCACCGCCGA GCTTCCCGGG ATG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQXJENZXENNZEICHEN: 

(A) XJkNGE: 43 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) 5TRANGF0RM: beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
CTACGTGCTG TCTCACACAG CCTGTCTGAC CTCTCGACCC TAC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 
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(i) S£QUENZK£NNZ£XCH£N: 

(A) L&M6E: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: beides 

(D) T0P0L06IE: linear 



(xi) sequenzbeschreibumg: seq id no: 3: 

TATTGAAGCA TATTACATAC GATATGCTTC AATA 



PatentansprOche 

1. Verfahren zum Verdndem der Expression einer in einer eukaryontischen Zelie endogen vorliegenden NuMeinsdu- 
resequenz. 

dadurch gekennzelchnet. 
daB 

(a) die Zelle transf iziert wird mit einenn Vektor. umfassend 

(i) mindestens eine Aldivatorprotein bindende Nukfeinsduresequenz, 
Oi) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iiO die Sequenzen (i) und (ii)flankierende DNA-Sequenzen. die honiolog zu einem NuMeinsdureabschnrtt 
im Genom der Zelle sind, um eine homologe Rekombination zu eriauben, 

(b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen eine homologe Rekombination des 
Vektors erfblgt. und 

(c) die gemaB Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzelchnet, 

daB mindestens eine Hypoxla-lnducible-Fiaktor (HIF}-bindende Nukfeinsduresequenz verwendet wird. 

3. Veklor fQr die homologe Rekombination, umbssend 



(i) mindestens eine ein Aktivatorprotein bindende Nukfeinsduresequenz, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

Ciii) die Sequenzen (i) und (ii) f lankierende DNA-Sequenzen. die homdog zu einem NuMeinsfiureabschnttt im 
Genom einer Zelle sind, um eine homologe Rekombination zu eriauben. 

4. Eukaryontische Zelle, vorzugsweise humane Zelle, erhdltlich durch ein Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 
3. 

5. Eukaryontische Zelle, vorzugsweise humane Zelle. 
dadurch gekennzelchnet 

dalB sie mindestens ein heterologes. chromosomal lokalisiertes, ein AktivatorproteinZ-komplex bindendes NuMein- 
sdurefragment operativ verknOpft mit einem endogen in der Zelle vorliegenden Gen enthait 

6. Verfahren zum Testen des Einflusses von nichtkodierenden NuMeinsduresequenzen ai^ dem Bereich eines in 
einer ajkaryontischen Zelle endogen vorliegenden Zielgens auf dessen Expression, das dadurch gekennzelchnet 
ist, daB 
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(a) die Zelle transfiziert wird mit einem Vektor. umfassend 

(i) eine heterologe in der Zelle aktive Oder aktivierbare Expressionskontrollsequenz operativ verknQpft mit 
einem Reportergen, und 

(ii) 5'-8eitig oder/und 3*-8eitlg nichtkodierende NuMeinsaurefragmente aus dem Berelch des Zielgens. 

(b) die Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen die Expressionskorrtrollsequenz aktiv ist, und 

(c) die Expression des Reportergens gemessen wird. 

7. Veriahren zur Bereitstellung einer DHFR-negativen eukaryontischen Zelle. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB 

(a) die Zelle transfiziert wird mit einem ersten Vektor, umfassend 

0) mindestens eine Zielsequenz fQr eine ortsspezif ische Rekon(i>inase. 

(ii) die Sequenz (i) f lankierende DNA-Sequenzen, die hontolog zu einer endogen in der Zelle vorliegenden 
DHFR-Nukteinsduresequenz sind. um eine homologe Rekombination zu eriauben, und 

gegebenenfalls ein positives und gegebenenfalls ein negatives Selektionsmarkergen. 

(b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen eine homologe Rekombination des 
Vektors erfolgt, und 

(c) die gemaB Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 

8. Verfahren zum EinfQhren eines heterologen DHFR-Gens in eine eukaryontische Zelle. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB eine durch das Veriahren nach Anspruch 7 erhaltene Zelle 

(a) transfiziert wird mit einem dritten Vektor, umfassend 

(i) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, das sich vorzugsweise von dem positiven Selekti- 
onsmarkergen des ersten Vektors unterscheidet 
Gi) eine fur eine DHFR kodierende Nukleinsduresequenz. 

(iii) eine zu amplifizierende fur ein Protein kodierende Nukleinsduresequenz in exprimiert)arer Form und 
wobei die Nukleinsduresequenz aus den Teilsequenzen (0. Qi) und Oii) 5'-seitig und 3 -seitig jeweils von 
mindestens einer Rekombinase-Zielsequenz f iankiert ist. 

(b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird. unter denen eine Integration der von Rekombinase- 
Ziefsequenzen flankierten NuMeinsauresequenz an der bereits im Genom der Zelle befindlichen Rekombin- 
aase-Zielsequm eriblgt und 

(c) die gemaB Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 

9. Vektor. umfassend 

(i) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, 

(ii) eine fur eine DHFR kodierende NuMeinsauresequenz und 

CiiD eine fQr ein gewunschtes Protein kodierende Nukleinsduresequenz in exprimiert>arer Fomi. 

wobei die NuMeinsauresequenz aus den Teilsequenzen (i), (iO und (iii) 5'-seitig und 3'-seitig jeweils von mindestens 
einer Rekombinase-Zielsequenz f lanMert isL 

10. Vektor fOr die homologe Rekombination. umfessend 

(i) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, 

(ii) mindestens jeweils eine Rekombinase-Zielsequenz, die die Sequenz (i) f iankiert, 

CIO die Sequenzen (i) und (ii) flanMerende DNA<Sequenzen, die homolog zu einer endogen in einer Zelle vor- 
liegenden DHFR-NuMeinsduresequenz sind, um eine homologe Rekombination zu erlaut)en und 
Civ) gegebenenfalls ein negatives Selektionsmartergen auBerhalb der homoiogen Sequenzen (iii). 
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1 1 . EukaryoiTti8Ch6 Zelle. vorzugsweise humane Zelle, 
dadurch gekennzeichnet 
daB 



(a) mindestens eine endogene, fQr eine DHFR kocBerende Nukleinsduresequenz inaktiviert ist und 

(b) im Bereich dieser fQr DHFR kodierenden NuMeinsfluresequenz mindestens eine Rekonfdxnase-Zielse- 
quenz in das Genom integriert ist. 

12. Eukaryontlsche Zelle, vorzugsweise humane Zelle. 
gekennzelchnet durch 

eine heterologe Nukleinsduresequenz Im Bereich eines endogenen OHFR<Benlocus, umfiassend 



(!) eine fOr eine DHFR kodierende Nukleinsduresequenz, 

(ii) eine fQr ein gewQnschtes Protein kodierende Nukleinsduresequenz und 

(iii) mindestens eine Rekombinase-Zielsequenz. 
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Fig. 3 



PurzeI,l|iMMIX#l 




27 



EP0957165 A2 



nv2 




MO* 



C CMV-promotcr 

S Testsequence 

B P-Galaciosidase-geae 




MM 



28 



EP0957165 A2 



Fig. 5: 
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Fig. 6 
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mittels homologer Rekombination, sowie das durch 
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schneiden der inserierten Fremd-DNA und ihr Ersetzen 
durch weitere heterologe Expressionskontrolisequen- 
zen oder/und Ampiifikationsgene. Weiterhin betrifft die 
Erfindung das Einfuhren einer Oder mehrerer Nuklein- 
sduresequenzen, an die ein Aktivatorprotein Oder ein 
Aktivatorproteinkompiex, z.B. ein Hypoxla-lnducible- 
Factor (HIF) bindet, In das Genom einer eukaryonti- 
schen Zelle durch homologe Rekombination, urn die 
Expression eines Zielgens zu verSndern. Desweiteren 
betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Testen des Ein- 
flusses 5'-seitig oder 3'-seitig nicht kodierender Nuklein- 
saurefragmente auf die Expression^ eines Zielgens 
durch Bestimmen der Expressk)n eines Reportergens. 
AuBenjem betrifft die Erfindung ein Verfahren zur 
Bereitstellung einer eine Rekomblnase-Zielsequenz 
enthaltende DHFR-negative eukaryontische Zelle 
sowie die Expression einer In der Rekomblnase-Zielse- 
quenz inserierten NukleinsSuresequenz. 
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M vorfisgmdB MiropUnha Patentannwlduno enthM boi »mr Ebireiohung nnahr ate zehn PatentantpiOoho. 

□ Nur tffri Te0 der AntpruchsgsbOhren wurIb innerfiafb (tor vorgesohrfebsnen Frnt entriohtfll Oar vor- 
tiegancb aiiropAwohe Raeharehanberioht wurda fQr dia eritan zahn aowia fOr Jana PatanUnapiOoha 
arttallt, fQr dia AntpruohsgabOhran antrichtat wurdan, n&mtioh Patantanaprfloha: 



□ Kaina dar AmpmehsgabQhran wurda irmartialb der vorgaM^hriabanan Friat anIriGhlat Dar voriiaganda 
auropftiwha RaaharahanbaiicM wurda fOr dia aratan zahn PatontanaprOeha aretallL 



MANQELNDE EINHElTUCHKErr DER ERFINDUNG 



Nach Auffaaaung der RaoharohanabtailMng antapricht dia vorHaganda auropAiaoha Patantanmaldung nioht dan 
Anfofdeningan an dia ElnhaMohkait dar Erfindung und anth&lt mahrata Erfindungan odar 
Gnippan von EifindUngan, nimfioh: 



Siehe Erg&nzungsblatt B 



□ AHa wailaran RaoharahangabOhran wurdan Innarhalb dar gaaatztan Friat antrichtat Oar voriiaganda 
auropUaoha Racharahanbarioht wurda fOr alia PalantanaprMia arateitt 

□ OafQr ala raoharehiarbaran AnaprQcha dia Raohaicha ohna ainan Arbaitaaufwand durohgafOhrt wanten 
kannta, dar afna zuaAlzlcha RaoharohangabOhr gareohtfartigt httta. hat dia RaoharvhanabtaHung 
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□ Nur ain TaB dar waitaran RaoharchangabOhran wurda Innarhalb dar gaaatzlan FrIat anlriohtat Dar ver- 
Daganda auropftiaoha Rachanhanbaricht wurda fQr die Tafla dar AnmaUung arataOt, dia aioh auf 
Bfimfcmgan baziahan. fOr cfia Raoharohangabflhran antiiohtat wondan aind, nflnMi PatantanapiOoha: 



I I Kaina dar waitaran RaoharchangabOhian wurda innarhalb dar gaaatzlan Friat antrichtat Oar voriiaganda 
I — I auropftiaoha Racharohanbarioht wurda fQr dia TaOa dar Anmaldung arvtaUt, (Sa aioh auf dto zuarat In dan 
PatenlanaprQohan amrfthnta Erfindung baziahan. nftmlioh Potantanaprfloha: 
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MANQELNDE EINHETTUCHKEIT i*i»n«r*rA«nrt*««g 
^■""^ DER ERRNDUNQ EP 99 11 2607 

ERQANZUNQSBLATT B 



Naoh AuffaHung dor ReoherchftnabtBOung •ntspdcM cfie vorfegendo europ&iMhe Patentanrnddung nioht den 
Anforderun0en an dia Bnheitfiohkait dar Erfindung und anttiAlt mehnara Erllndungen odar Gnippan von 
Erflndungen, namBoh: 

1. AnsprUche: 1-5 

Verfahren zur VerSnderung der Expression einer 
eukaryotischen Zelle endogen vorliegender 
Nukleins&uresequenz, dadurch gekennzeichnet. dass (a) die 
Zelle transfiziert wird mit einem Vektor» umfassend (i) 
mindestens eine Aktivatorprotein bindende 
Nukleinsauresequenz, (ii) ein positives Selektionsmarkergen, 
(iii) die Sequenz (i) und (ii) flankierende DNA-Sequenzen. 
die homolog zu einem Nukleins&ureabschnitt im Genom der 
Zelle sind» urn eine horologe Rekonti nation zu erlauben, (b) 
die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, 
unter denen eine homologe Rekombi nation des Vektors erfolgt, 
und (c] die gemass Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen 
wird; Besagtes Verfahren, dass mindestens eine 
Hypoxia-inducible-f actor (HI F) -bindende Nukleinsauresequenz 
verwendet wird; Vektor fur diese homologe Rekombi nation, 
Eukaryotische Zelle, vorzugsweise humane Zelle, erhaltlich 
durch ein oben beschriebenes Verfahren; 



2. Anspruch : 6 

Verfahren zura Testen des Einflusses von nichtkodierenden 
Nuklelnsauresequenzen aus dem Bereich eines in einer 
eukaryotischen Zelle endogen vorliegenden Zielgens auf 
dessen Expression, das dadurch gekennzeichnet ist, dass, (a) 
die Zelle transfiziert wird mit einem Vektor, umfassend (i) 
eine heterologe in der Zelle aktive oder aktivierbare 
Expressionskontroll sequenz operativ verknupft mit einem 
fteportergen, und (ii) S'-seitig oder/und 3'-seitig 
nichtkodierenden NukleinsSurefragmente aus dem Bereich des 
Zielgens, (b) die Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, 
unter denen die Expressionskontroll sequenz aktiv ist, und 
(c) die Expression des Reportergens gemessen wird; 



3. Anspruche: 7-12 

Verfahren zur Bereitstellung einer DHFR-negativen 
eukaryotischen Zelle, dadurch gekennzeichnet, dass (a) die 
Zelle transfiziert wird mit einem Vektor, umfassend (i) die 
Zielsequenz fur eine ortsspezifische Rekombinase, (ii) die 
Sequenz (i) flankierende DNA-Sequenzen, die homolog zu einer 
in der Zelle vorliegenden DHFR*Nukleins8uresequenz sind» urn 
eine homologe Rekont)i nation zu eriauben, und (iii) 
gegenfalls ein positives und gegebenfalls ein negatives 
Selektionsmarkergen, (b) die transfizierte Zelle unter 
Bedingungen kultiviert wird. unter denen eine homologe 
Rekombi nation des Vektors erfolgt, und (c) die genfiss 
Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird; Verfahren zum 
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MANQELNDE EINHEITUCHKEIT 
DER ERnNDUNQ 
ERQANZUNGSBLATT B 



Nufiimor dor Aninoldunfl 

EP 99 11 2607 



Naoh Auflanung d»r RoetorohenabtBilung Mitsprictrt die vortegende europUtehe Pateirtanmeldung nioM den 
Anfofdeiungen an die BnheitfGhkelt der Eifindung und enlhilt mehtM Erfindungen bder Gnippen von 
Erfindungen. ntaiich: 

Einfuhren eines heterologen DHFR-Gens in eine eukaryoti'sche 
Ze11e» dadurch gekennzelchnet^ dass oben erhaltene Zelle (a) 
transfizlert wird mit einem dritten Vektor, umfassend (1) 
gegebenfalls ein positives Selektionsmarkergen. das sich 
vorzugsweise von dem positiven Sekektionsmarkergen des 
ersten Vektors unterscheidet, (ii) eine fur eine DHFR 
kodierende Nukleinsfluresequenz, (iii) eine zu 
amplifizierende fOr ein Protein kodierende NukleinsSure- 
sequenz in exprimierbarer Form und wobei die 
Nukleinsliuresequenz aus den Tei 1 sequenzen (i),(ii) und (iii) 
5'-seitig und 3'-seitig jeweils von mindestens einer 
Rekonnbinase-Zi el sequenz flankiert ist, (b) die transfizlerte 
Zelle unter Bedingungen kultiviert wird» unter denen eine 
Integration der von Rekont)inase-Zie1 sequenzen flankierten 
NukleinsSuresequenz an der bereits im Genom der Zelle 
befindlichen Rekombinase-Zi el sequenz erfolgt und (c) die 
gemass Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird; Vektoren 
fUr dieses Verfahren und eukaryotische Zellen, vorzugsweise 
humane Ze11en» die durch obiges Verfahren erhalten werden; 
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